N

N

Susceptibilité individuelle a la néphrotoxicité du
Tacrolimus apres transplantation rénale

Francois Glowacki

» To cite this version:

Francois Glowacki. Susceptibilité individuelle a la néphrotoxicité du Tacrolimus apres transplantation
rénale. Médecine humaine et pathologie. Université du Droit et de la Santé - Lille II, 2012. Francais.
NNT: 2012LIL2S003 . tel-00740500

HAL Id: tel-00740500
https://theses.hal.science/tel-00740500v1
Submitted on 10 Oct 2012

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00740500v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

THESE

Ecole Doctorale Biologie Santé

Université de Lille-Nord de France

These présentée en vue de I'obtention du titre de Docteur de
I'Université de Lille

Par :
Francois-Xavier GLOWACKI.

SUSCEPTIBILITE INDIVIDUELLE A LA NEPHROTOXICITE
DU TACROLIMUS APRES TRANSPLANTATION RENALE.

Présentée et soutenue publiguement le 27 Mars 2012 devant :

Mr le Pr Christian Noél : Président.

Mr le Pr Vincent Haufroid : Rapporteur.
Mr le Pr Alexandre Hertig : Rapporteur.
Mr le Pr Franck Broly : Directeur de these.
Mr le Pr Yannick Le Meur.

Mme le Dr Christelle Cauffiez.




Nom : Glowacki Prénom : Francois-Xavier.

Titre de la thése : Susceptibilité individuelle a la néphrotoxicité du Tacrolimus aprés transplantation
rénale.

Title : Individual susceptibility to Tacrolimus nephrotoxicity after renal transplantation.

Thése d’'Université N°:

Mots Clefs: Transplantation, Néphrotoxicité, Tacrolimus, CYP3A5, ABCB1, Fibrose, Cavéoline-1.

Résumé : Le rein est particulierement exposé a de nombreux composés chimiques dont des
médicaments potentiellement néphrotoxiques. Parmi-eux, le Tacrolimus (Tac), un anti-calcineurine
largement utilisé en transplantation rénale, est associé a I'apparition plus ou moins rapide de Iésions
histologiques de toxicité conduisant a une fibrose interstitielle rénale et, a terme, a une perte de
fonction du greffon. Des systémes enzymatiques et protéiques impliqués dans la prise en charge
cellulaire des xénobiotiques, ainsi que des protéines aux propriétés anti-fibrosantes, telles que la
cavéoline-1 (CAV-1), lui permettent de se défendre contre ce type d'agressions locales prolongées.
Ces différents systémes de défense étant hautement polymorphes, le principal objectif de notre travail
était de déterminer I'impact de certains polymorphismes génétiques sur la susceptibilité individuelle a
la néphrotoxicité du Tac.

Dans un premier temps, I'impact sur les paramétres pharmacocinétiques du Tac et le devenir du
greffon de deux polymorphismes génétiques affectant les genes codant pour les CYP3A5 et ABCB1,
deux protéines participant au transport et au métabolisme du Tac, a été évalué dans une cohorte de
209 patients transplantés rénaux. Le génotypage a été réalisé a la fois sur 'ADN des receveurs et des
donneurs. Les patients ont été suivis jusqu'a 2 ans aprées transplantation rénale. Cette étude a
confirmé que les receveurs sous Tac (Prograf®) porteurs d’au moins un allele CYP3A5*1 nécessitent,
guelque soit le moment de la greffe, des posologies de Tac plus élevées. Malgré ces doses, leur taux
résiduel de Tac (CO) reste plus faible. En ce qui concerne le devenir du greffon, malgré son impact sur
la pharmacocinétique du Tac, le polymorphisme génétique du CYP3A5 du receveur, ou du donneur,
n'est statistiquement pas associé a la survenue de rejet, de retard de fonctionnement de greffon, ou
n'a d'impact direct sur la fonction rénale et la survie du greffon. La mutation 3435C>T affectant le
géne ABCB1 du donneur ou du receveur n'influence ni les parameétres pharmacocinétiques, ni le
devenir clinique du greffon.

Cependant, le Tac est désormais disponible sous une forme a libération prolongée (Advagraf®),
permettant une prise unique journaliere. Nous souhaitions vérifier I'influence de l'allele CYP3A5*1
dans cette nouvelle présentation. Des pharmacocinétiques sur 24h ont été réalisées chez 32 patients
(17 receveurs CYP3A5*1/- et 15 receveurs CYP3A5*3/*3) avant puis quinze jours aprés conversion
Prograf®/Advagraf®. Sous Advagraf, I'influence de I'allele CYP3A5*1 sur la biodisponibilité du Tac est
globalement la méme que sous Prograf. Néanmoins, aprés conversion, I'exposition au Tac diminue de
maniére significative chez les receveurs CYP3A5*1.

De maniére plus fondamentale, afin d’analyser les capacités de défense du parenchyme rénal sain
contre les xénobiotiques, nous avons mesuré I'expression de 380 génes (par PCR en temps réel)
impliqgués dans le métabolisme et la prise en charge des xénobiotiques dans des échantillons de tissu
rénal sain (n=8). Nous confirmons que le rein possede un arsenal de défense important et complet, et
gue le niveau d’expression de ces 380 genes est globalement assez homogéne entre les individus,
excepté pour quelques génes dont GSST1.

Enfin, I'influence d'un polymorphisme génétique, rs4730751, affectant le gene CAV1 (codant la
cavéoline-1, une protéine inhibitrice de la fibrose tissulaire) sur la survie du greffon rénal a récemment
été rapportée. Nous avons confirmé dans une cohorte de 475 transplantés rénaux que les patients
porteurs de ce polymorphisme génétigue a I'état homozygote (ADN du greffon rénal) ont une
altération de la fonction rénale significativement plus rapide. Ainsi, par ce polymorphisme de CAV1, il
est probable quindépendamment de leur capacité a métaboliser le Tac, certains patients puissent
présenter plus facilement que d’autres des lésions de fibrose par toxicité chronique du Tac.
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Partie 1 : Revue générale

Prise en charge des xénobiotiques par le rein et déterminants

de la néphrotoxicité induite par le Tacrolimus



1/ Prise en charge des xénobiotiques par le tissur  énal.

1-1/ Biotransformation et transport des xénobiotiqu es.

De par leur environnement, les organismes vivants sont constamment exposés directement
ou indirectement a un grand nombre de composés exogenes de petit poids moléculaire,
rassemblés sous le terme de xénobiotiques. Parmi ces molécules, on compte des composés
naturels ou de synthése, tels que des médicaments, des composés industriels, des polluants

atmosphériques, des pesticides, des toxines naturelles...

Des systémes enzymatiques puissants, capables d’effectuer un large spectre de réactions
chimiques, se sont développés au cours de I'évolution afin de réaliser la détoxication d’'une
partie de ces composés. En effet, ces molécules généralement hydrophobes ont tendance a
s’accumuler dans la bicouche lipidique des membranes cellulaires et peuvent entrainer la
mort cellulaire (Parkinson et al., 1996). Les processus de détoxication sont assurés par des
systemes dits de « biotransformation » présents dans la plupart des organismes vivants. Ce
processus se déroule généralement en trois phases, mettant en jeu différentes enzymes de
biotransformation, regroupées sous le terme d’Enzymes du Métabolisme et Transporteurs
des Xénobiotiques (EMTX) : les enzymes de phase | (dites de fonctionnalisation) et de
phase Il (dites de conjugaison), ainsi que des protéines de phase lll, représentées par des
transporteurs. De plus, des facteurs nucléaires coordonnent le métabolisme et le transport

de ces composés (Figure 1).

Les réactions de phase | permettent lintroduction d'une fonction chimique

supplémentaire, et produisent des métabolites de polarité supérieure, c’est-a-dire plus
hydrophiles, qui peuvent soit étre directement éliminés dans la bile ou l'urine, soit étre
transformés par des enzymes de phase Il. Ces réactions sont des oxydations, des
réductions ou des hydrolyses de la molécule mere (Rendic et al.,, 2002). Elles sont
principalement catalysées par les enzymes de la superfamille des cytochromes P450 (P450

ou CYP), qui réalisent a eux seuls environ 90 % de ces réactions (Oestreicher et al., 1999).
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Chez I'hnomme, 17 familles de cytochromes P450, comportant 57 génes, répartis sur 15

chromosomes, et autant de pseudogenes ont été identifiés.

Substances organiques

étrangeres
“xénobiotiques” ( ~\
Phase | Phase Il Phase llI
Fonctionnalisation Conjugaison |
0, R
X —H> X —~ > XOH —> = XOR— 4> XOR
P450 transférases -XZ
DESACTIVATION
\ cellule
Substances propres a
Porganisme BIOACTIVATION ELIMINATION
ou endogénes BIOSYNTHESE urines / bile

Métabolites actifs
Métabolites réactifs

Figure 1 : Représentation schématique du métabolisme des xénobiotiques. Les xénobiotiques (X)
sont des molécules hydrophobes, qui pénetrent facilement dans la cellule par diffusion. Ils peuvent
étre métabolisés par fonctionnalisation puis / ou par conjugaison, en produits plus hydrophiles (XOH
et XOR) ou expulsés par des protéines comme la P-glycoprotéine (P-gp). Leur élimination est directe
ou effectuée par I'intermédiaire de protéines dites de Phase Il (d’aprés Beaune et al., 2000).

Les réactions de phase ll, dites de conjugaison, permettent généralement le transfert

d’'un radical hydrophile endogéne (glutathion, acétate, acide glucuronique, groupements
méthyl, glycine, sulfate ou acétate) pour produire des composés plus hydrophiles pouvant
étre excrétés par voies rénale et/ou biliaire (Grant, 1991). Certaines molécules sont

directement conjuguées, sans étape de fonctionnalisation préalable.

Les protéines de phase lll assurent essentiellement le transport actif des

xénobiotiques hydrophiles et des conjugués de phase Il hors de la cellule (Gerloff et al.,
2004). Ces transporteurs membranaires peuvent se situer sur la face apicale ou basolatérale
des cellules, et ainsi éliminer les composés conjugués dans le sang, la lumiére intestinale, la

bile ou l'urine. Les transporteurs des xénobiotiques, représentés par les superfamilles des
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SLC (Solute Carrier) et des ABC (ATP-binding cassette ou ABC), appartiennent a une classe
de protéines extrémement nombreuses dont le réle est de réguler I'entrée ou la sortie de
substances endogénes et/ou exogenes au travers de la membrane plasmique via différents
modes de transport. La superfamille des SLC compte actuellement plus de 350 membres
(362 genes) regroupés en 43 sous-familles (de SLC1 a SLC43). Tous les membres de cette
superfamille nécessitent pour fonctionner un apport d’énergie qui provient d'un gradient
électrochimique de solutés inorganiques ou organiques. Les transporteurs de la famille des
ABC, guant a eux, sont regroupés en 7 sous-familles (ABCA a ABCG) qui comprennent plus
d'une soixantaine de membres (62 génes). Ces transporteurs nécessitent un apport
d’énergie fourni par I'hydrolyse de I'ATP. Actuellement, 89 géenes de transporteurs clairement
impliqués dans le transport de xénobiotiques ont déja été identifiés chez I’homme, tous
membres des superfamilles SLC ou ABC (Kim et al., 2002, Sweet et al., 2005, Deeley et al.,
2006). Parmi eux, la glycoprotéine-P (Pg-P) ou ABCB1, codée par le géne ABCB1 (MRP1
dans I'ancienne nomenclature), est le transporteur membranaire le mieux connu jusqu’ici et
semblerait étre le plus important pour la disponibilité des xénobiotiques chez I'étre humain
(Schwab et al., 2003). La Pg-P posséde un large spectre de substrats qui ont des structures
tres diversifiées, le plus souvent de nature hydrophobe et amphotere. Par ailleurs, les
transporteurs suscitent un intérét croissant ; en effet, en diminuant la quantité de
médicament présente dans les cellules, ils peuvent étre responsables de résistances

multiples (Silverman et al., 1997).

Les réactions métaboliques aboutissent la plupart du temps a une désactivation du
xénobiotique mais peuvent parfois conduire a la formation d’'un métabolite plus actif, voire
plus toxique, que le compose initial. Dans certains cas, le métabolite formé, trés réactif vis a
vis des macromolécules cellulaires, en particulier de 'ADN, peut entrainer la formation
d’adduits qui, S’ils ne sont pas réparés, provoquent des mutations et peuvent, de ce fait,

initier des processus de cancérogenese (Pelkonen et al., 1997).
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Réles des récepteurs nucléaires ou « xénosensors » : L'équilibre entre ces

différentes phases de détoxication qui dépend, au moins partiellement du profil d’expression
des enzymes et transporteurs exprimés dans un tissu, joue un rdle majeur dans la stratégie
globale de défense des organismes face aux agressions toxiques des xénobiotiques et est
essentiellement assuré par un groupe de récepteurs nucléaires (NR), comme I'AhR (aryl
hydrocarbon receptor), le PXR (pregnane X receptor, NR1I2) ou le CAR (constitutive
androstane receptor, NR1I3). Le rbéle de ces protéines NR, souvent désignés par le terme
« Xénosensors », est de détecter les xénobiotiques dans la cellule et de coordonner
I'expression des genes codant les enzymes du métabolisme des xénobiotiques et les
transporteurs les plus appropriés afin d'inactiver et / ou d'éliminer ces composés (Rushmore
et al., 2002). De cette maniére, ils sont essentiels pour une prise en charge efficace des
xénobiotiques entrant dans les cellules et doivent étre considérés comme des éléments clés

du systéme de défense de I'organisme face a son environnement chimique.

1-2/ Variabilité inter individuelle des capacités d e prise en charge cellulaire des

xénobiotiques.

De nombreux facteurs (physiologiques, environnementaux ou génétiques) peuvent influencer
de maniere significative I'activité des protéines prenant en charge les xénobiotiques, et étre
ainsi responsables de différences interindividuelles de réponse a un composé chimique.
Cette variabilité constitue un facteur de prédisposition potentiel a des affections d’'origine

environnementales (Thier et al., 2002).

1-2-1/ Facteurs environnementaux.

De nombreuses substances (alimentation, médicaments) peuvent influencer I'expression des

EMTX en induisant leur expression ou en inhibant leur activité.

Parmi les aliments , le jus de pamplemousse est un inhibiteur connu du CYP3A4 (et

du transporteur SLCO2B1, anciennement dénommé OATP2B1). Les autres agrumes n’ont
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cependant pas d’effet connu (Tapaninen T et al., 2010). Cette inhibition est tres rapide aprés

l'ingestion du jus de pamplemousse.

Parmi les substances naturelles, le millepertuis ou herbe de Saint Jean (utilisé en
automédication comme phytothérapie antidépressive), est un inducteur du CYP3A4 et de la

Pg-P (Ernst et al., 2002).

De nombreux médicaments inhibent I'activité ou, au contraire induisent I'expression
de nombreux CYP (Tableau 1). Ces modifications d’activité peuvent étre responsables

d’interactions médicamenteuses.

Tableau 1 : Principaux substrats, inducteurs et inhibiteurs des P450 majoritairement impliqué dans
le métabolisme des médicaments (Livret des interactions médicamenteuses, www.vidal.fr)

H
CYpP PRINCIPES ACTIFS INHIBITEURS INDUCTEURS
1A2 - clozapine - enoxacine
- tacrine - fluvoxamine
= théophylline
2C9, - anticoagulants craux :
2C19 acenocoumarol, warlarine
1; - phénytaine o - alcool {(en prise
206 | - antiarythmiques : tlecaimde, - inhibiteurs du recaptage de la chronique)
propafénone sérotonine : fluoxetine, paroxétine | ~ tabac
- thioridazine - quinidine - millepertuis
- — - antigpileptiques
3A4 - alcaloides de l'ergot de seigle - jus de pamplemousse carbamazépine,
- antiarythminues - amiodarone, - amindarone phénobarbital,
disopyramide - antagonistes du calcium : phenytoine
- benzodiazépines : midazolam, diltiazem, vérapamil - anti-infectieux :
triazolam, zolpidem - antifongiques azolés : rifampicine,
- cisapride kétoconazole, itraconazole, rifabutine,
- ifosfamide fluconazole, miconazole, | eéfavirenz, {
- IMMUNOSUPPresseurs: - antiproteases : ritononavir, | newvirapine,
ciclosporine, tacrolimus nelfinavir, amprénavir, indinavir, griseofulvine
- opigides : alfentanil, fentanyl , - macrolides : érythromycine,
méthadone clarithromycine, josamycine
- pimozide
- sildénafil
- statines : simvastatine,
atorvastatine, cérivastatine...

1-2-2/ Polymorphismes génétiques.

Les genes codant les EMTX et les récepteurs nucléaires sont hautement polymorphes
(Ingelman-Sundberg et al., 2007). A titre d’exemple, plus de 350 alleles de cytochromes
P450, présentant un impact fonctionnel, ont été décrits (http://www.cypalleles.ki.se/). En

effet, la présence de mutations affectant la séquence des génes codant pour les EMTX ou
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les « xénosensors » peut entrainer la synthese d'une protéine présentant une activité
réduite, augmentée ou nulle. Les bases moléculaires a I'origine de variations d’expression
et/ou d’activité de ces protéines sont d’'ores et déja en partie élucidées. D'une part, elles se
composent de microlésions (SNP, Single Nucleotide Polymorphism), c’est-a-dire de
mutations faux sens ou de mutations ponctuelles telles que celles entrainant un décalage du
cadre de lecture (ou frameshift) ou un codon stop. D’autres mutations ponctuelles peuvent
affecter la séquence non codante des genes et étre a l'origine d’'un défaut d’épissage ou,
lorsgqu’elles sont situées dans la région promotrice, d’'une expression de la protéine altérée.
D’autre part, elles regroupent des macrolésions (comme une délétion compléte du géne ou a
linverse d’'amplification génique), regroupées sous le terme de variation du nombre de
copies de genes (CNV, Copy Number Variation). Il existe déja plusieurs exemples bien
documentés de CNV touchant des protéines impliquées dans la prise en charge des
xénobiotiques (CYP2A6, CYP2D6, GSTM1, GSTT1, SULT1A1, SULT1A3, UGT2B17). Des
anomalies de structure de ce type (qui semblent surtout affecter les genes ne présentant pas
de forte pression de sélection) existent certainement pour d’autres géenes impliqués dans la

prise en charge cellulaire de xénobiotiques (Stranger et al., 2007).

1-3-3/ Facteurs épigénétiques.

Des mécanismes épigénétiques sont également susceptibles de moduler le niveau
d'expression de nos genes d'intérét. Il s'agit surtout de mécanismes de régulation de
I'expression des génes mettant notamment en jeu des processus de méthylation de 'ADN ou

des microARN.

Les microARN

Les micro-ARN (miARN) sont des ARN simple brin d'une longueur de 21 a 24 nucléotides
impliqués dans la régulation de I'expression des geénes. lls interagissent au niveau post-
transcriptionnel (en inhibant la traduction ou en induisant la dégradation des ARN messagers

cibles) et participent donc au contréle de I'expression des protéines (Li et al., 2010). On
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estime que 30% des ARNmM peuvent interagir fonctionnellement avec des miARN. Les
miARN interviennent en particulier dans l'apoptose, la croissance et la différentiation
cellulaire. La découverte de cette voie de régulation a ouvert de nouveaux horizons dans la
compréhension des phénoménes de régulation génique impliqués dans différentes
pathologies, notamment néoplasiques, pour lesquelles le niveau d'expression de certains

mMIARN est corrélé a I'agressivité tumorale (Gandellini et al., 2011).

Ainsi, le niveau d’expression d’un miARN, un polymorphisme affectant soit un site potentiel
de liaison & un miARN, soit la séquence méme d’'un miARN pourrait influer sur le niveau
d’expression de ses génes cibles. L'implication de miARN dans la régulation de genes de
protéines impliquées dans la prise en charge cellulaire des xénobiotiques, a déja été
démontrée pour le CYP1BL1 : il existe une corrélation inverse entre les niveaux d'expression
de miR-27b et du CYP1B1 (Tsuchiya et al., 2006) ou de miR-378 et du CYP2E1 (Mohri et
al., 2010). D'autres genes d’EMTX sont probablement régulés de cette maniere. Des travaux
effectués in silico confirment cette hypothese : plusieurs miARN peuvent potentiellement
réguler I'expression de 12 cytochromes de la superfamille des CYP (Ramamoorthy et al.,

2011).

La méthylation de 'ADN est un processus au cours duquel certaines bases
nucléotidiques de 'ADN peuvent étre modifiées par I'addition d’'un groupement méthyle sur
la cytosine (ainsi transformée en 5-méthylcytosine) des ilots CpG localisés essentiellement
au niveau des promoteurs des genes. Il s’agit d'un moyen de régulation de I'expression de
géenes dont dispose la cellule et qui s’effectue soit en empéchant la fixation de facteurs de
transcription dans la région promotrice de ces genes soit, par des mécanismes indirects plus
complexes, faisant intervenir des changements de conformation de la chromatine.
Globalement, plus le niveau de méthylation d’'un géne est élevé, plus I'expression du gene
est faible. Des études ont montré que I'expression des génes DPYD (Dihydropyrimidine
déhydrogénase) (Ezzeldin et al., 2005) et CYP1B1 (Habano et al., 2009) pouvait étre

modulée par des variations interindividuelles de méthylation. Une analyse bioinformatique
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systématique de la séquence des autres génes humains de ce type montre que bon nombre
d’entre eux présentent des sites potentiels de méthylation et par conséquent, pourraient
aussi étre influencés par des variations interindividuelles de méthylation (Tate et al., 1993).
Dans une étude récente, il a été démontré que le niveau d’expression intestinal de PXR et
du CYP3A4 était dépendant de la méthylation du promoteur de PXR, pouvant ainsi expliquer
une variabilité interindividuelle de réponse clinique aux agents anticancéreux utilisés dans le

cancer du colon (Habano et al., 2011)

Ces derniers mécanismes pourraient avoir une pertinence toute particuliére pour les genes
présentant des variations interindividuelles d’expression mais pour lesquels aucune variation
de séquence n’a été identifiée dans leurs régions codantes, promoteurs ou sites consensus

d’épissage.
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2/ La néphrotoxicité induite par le Tac: un modele clinique de

néphrotoxicité chronique.

2-1/ Données générales sur le Tacrolimus

L'introduction des traitements par anticalcineurines (ACN) au début des années 1980 a
permis I'essor de la médecine de transplantation. En effet, ces traitements ont diminué
fortement I'incidence du rejet aigu d’allogreffe et ont ainsi amélioré la survie a court terme du
greffon rénal. Ces molécules sont souvent considérées comme des « pierres angulaires » du

traitement immunosuppresseur en transplantation d'organe solide.

La premiére molécule mise a disposition fut la Cyclosporine A (CsA). Le Tacrolimus (Tac),
historiguement appelé FK506, est disponible sur le marché francais depuis 1994. Aux USA,
la proportion de patients transplantés rénaux traités par Tac augmente de maniére
continuelle depuis 1995 (Figure 2) et, selon les données 2011 de I'United State Renal Data
System (USRDS), 88% des patients transplantés recoivent actuellement du Tac a l'issue de
la transplantation rénale. Les transplantés rénaux recevant de la CsA comme premier
traitement immunosuppresseur ne représentent actuellement que moins de 10% des

patients (http://www.usrds.org/2011/pdf/v2_ch07_11.pdf).

100 Calcineurininhib. {attx) ~Anti-metabolites (attx) ~mTOR inhibitors Steroids
Tacromilus

.80 CsA or CsM
5
2 60 Mycophenolate
o
G
E 40 At transplant At transplant
5 1 year post-tx 1 year post-tx
oo

20

Azathioprine

0

95 99 03 07 85 99 03 07 g5 99 03 07 95 99 03 07

Figure 2 : Evolution entre 1995 et 2009 de la prescription des traitements immunosuppresseurs,
administrés en post greffe immédiat, aux Etats Unis. (CsA: cyclosporine, CsM : cyclosporine en
microémulsion). Données de I"'USRDS (http://www.usrds.org/2011/pdf/v2_ch07_11.pdf).
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2-2/ Mode d’action des inhibiteurs de la calcineuri ne.

Les ACN inhibent I'activation du facteur de transcription NFAT (Figure 3). Brievement, le
facteur NFAT est déphosphorylé par la calcineurine (préalablement activée par les ions Ca™")
puis est transloqué dans le noyau cellulaire. Il stimule alors le promoteur du géne de
I'Interleukine-2 (IL-2). Cette cytokine a un réle particulierement important dans la prolifération
lymphocytaire en réponse a [lagression allogénique. La calcineurine est présente
principalement au niveau des lymphocytes, ce qui confére a ces molécules un effet
immunosuppresseur assez spécifique malgré I'ubiquité du NFAT (Clipstone et al., 1992). Le
Tac (ou FK506) se lie avec une immunophiline, la FK 506-binding protein 12 (FKBP12). Ce
complexe Tac-FKBP12 inhibe la calcineurine. La CsA, se lie quant a elle a une autre
immunophiline, la cyclophiline. Ce complexe CsA-cyclophiline inhibe [I'activation calcium

dépendante de la calcineurine (Stepkowski, 2000).
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Figure 3 : Mécanismes d’action de la CsA et du Tac: FK506 : Tacrolimus, CsA : Cyclosporine, CpN :
Cyclophiline, FKBP : FK binding protein 12, CaN : Calcineurine (Stepkowski, 2000).
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2-3/ Protéines impliquées dans la prise en charged u Tac.

2-3-1/ Données générales sur la pharmacocinétique d u Tac.

Aprés administration par voie orale (de la forme commerciale Prograf®, en 2 prises
guotidiennes), I'absorption du Tac est variable avec une concentration sanguine maximale
atteinte apres environ 1,5 h (0,5-4h), et une biodisponibilit¢é en moyenne de 20% variant
entre 6 et 43% (Undre et al.,1999 Wong, 2001). L’absorption est diminuée lorsque le
médicament est pris avec les repas (Trull, 1998), mais varie également en fonction de la

richesse en lipides du repas.

Le Tac est un produit hautement lipophile avec un volume de distribution apparent élevé

d’environ 2,5 L/kg, d’apres une estimation a partir des taux sanguins (Regazzi et al., 1999).

Dans le sang, 92-98% du Tac est lié aux érythrocytes ; cependant, cette répartition dépend
de sa concentration, de la température et de I'hnématocrite (Trull, 1998 ; Wong, 2001). La

fraction plasmatique est fortement liée (a plus de 90%) a des protéines (Undre et al., 1999).

Le Tac est trés largement métabolisé puisque seul environ 0,5 % de la dose administrée par
voie orale se retrouve dans les urines ou les féeces sous forme inchangée (Mdller A. et al.,
1999). A part le 31-O-déméthyl-tacrolimus, tous les métabolites du Tac présentent in vitro
une activité immunosuppressive négligeable comparée a celle du Tac. La demi-vie du
produit est, en moyenne, de 11,3 heures (valeurs extrémes : 3,5 a 40,5 heures) (Wallemacq

et al., 2001).

Actuellement, en France, deux formulations galéniques sont disponibles sur le
marché : le Prograf® et 'Advagraf®. Cette derniére présentation correspond & une forme
galénique de gélules a libération prolongée administrée en une seule prise quotidienne. La
pharmacocinétique du produit est globalement modifiée. Plusieurs études ont été réalisées

afin de comparer I'exposition au Tac, dans ces deux formes galéniques.

20



Ces études, effectuées en transplantation rénale, ayant permis l'octroi de I'AMM de

I’Advagraf® ont montré que :

- chez des transplantés de novo (Silva et al., 2007; Undre, 2008), pour une posologie fixe de

Tac (0.2 mg/kg/j), I'aire sous la courbe des 24 heures (AUC(0-24h)) du Tac est plus basse
de 20 & 30% a J1 apreés transplantation rénale chez les patients sous Advagraf® par rapport
aux patients traités par Prograf®. Les AUC(0-24h) et les CO de Tac sont ensuite comparables
entre les 2 formulations a partir de J3. Le profil d'efficacité et de tolérance du Tac est

similaire sous Prograf® et sous Advagraf®.

- chez des patients stables traités initialement par Prograf®, et convertis vers Advagraf® sur la

base d'une équivalence 1:1 mg (Alloway et al.,; 2005, 2007), I'exposition au Tac est
comparable entre les deux formulations. L’exposition moyenne au Tac sous Advagraf® varie,
par rapport au Prograf®, dans 90% des cas entre -20% & +25% avec une bonne corrélation

entre le CO et '’AUC(0-24h) sous Prograf® et sous Advagraf®.
2-3-2/ Protéines impliquées dans la prise en charge  cellulaire du Tac.

On peut décomposer les différents enzymes et transporteurs prenant en charge le Tac selon

leur type :

> Protéines de phase |.

Les réactions d’O-déméthylation et d’hydroxylation sont principalement catalysées par des
enzymes de la superfamille des cytochromes P450, et plus précisément par des membres
de la sous-famille CYP3A, les CYP3A4 et 3A5. Ces réactions conduisent a des composés
plus hydrophiles. Quatre métabolites primaires majoritaires du Tac ont été identifiés aprés
incubation de microsomes hépatiques de rat avec du Tac (lwasaki et al., 1993, 1995). Ces
métabolites sont le 13-O-desmethyl tacrolimus (13-DMT ou M-I), le 15-O-desmethyl
tacrolimus (15-DMT ou M-IIl), le 31-O-desmethyl tacrolimus (31-DMT ou M-Il), et le 12-

hydroxy tacrolimus (12-HT ou M-VI) (Dai et al., 2006) (Figure 4).
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Un travail récent a évalué, sur une cohorte de 53 patients transplantés, la concentration

respective des différents métabolites par rapport & la concentration sanguine en Tac. Alors

gue la concentration en Tac est en moyenne de 7.2 ng/mL ; elle est de 0.8 ng/mL pour M-I,

0.4 ng/mL pour M-IIl, et de 0.2 ng/mL for M-Il. La concentration en métabolites représente en

moyenne 17% (4%-52%) de la concentration sanguine en Tac (Dubbelboer et al, 2012). Une

évaluation in vitro (lwasaki, et al, 1993), par réaction mixte lymphocytaire, montre que seul le

le 31-O-desmethyl tacrolimus posséde une activité immunosuppressive significative (les

autres métabolites n’inhibent pas I'activation lymphocytaire T).
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Figure 4: Principaux métabolites du Tac (D’apres Dai et al., 2006) ; Activité IS ou absence d’activité
IS : effet immunosuppresseur (IS) connu du métabolites.

Les CYP3A4 et CYP3A5 sont exprimés par les cellules épithéliales intestinales, hépatiques

et rénales. lls interviennent ainsi aux différentes étapes de la prise en charge du Tac

(absorption, diffusion, métabolisme, élimination).
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> Protéines de phase |Il.

Des protéines de phase Il sont impliquées de maniére trés minoritaire dans I'élimination du
Tac (Firdaous et al., 1997). Plus précisément, les réactions assurées par ces enzymes
permettent le transfert d’'un radical hydrophile, I'acide glucuronique, pour produire des
composés plus hydrosolubles pouvant étre excrétés par voies rénale et/ou biliaire. Ces
réactions pourraient étre attribuées a I'action des UGT2B7, UGT1A8 et UGT1A9 (Strassburg

et al., 2001).

> Protéines de phase lll.

Les protéines de phase lll, quant a elles, assurent le transport actif du Tac et de ses
métabolites hors de la cellule (Gerloff et al., 2004). La glycoprotéine-P (Pg-P) ou ABCB1,
codée par le géne ABCB1 (ou MRP1 dans I'ancienne nomenclature), semble étre la plus

importante pour la disponibilité du Tac (Utecht et al., 2006).

Par son réle de transporteur d’efflux, la Pg-P limite donc I'absorption digestive du Tac, ainsi
gue les effets toxiques de la molécule dans certains tissus ou elle est exprimée (barriere
hémato-encéphalique, placenta, foie, rein...). Ainsi dans un modéle de souris transgénique
invalidée pour le gene ABCBL1, exposée au Tac, la concentration intra-cérébrale de Tac
augmente rapidement jusqu'a 10 fois la valeur observée chez les souris controles

(Yokogawa et al., 1999).

Au cours des phénoménes d'absorption digestive, les CYP3A4 et CYP3A5 agissent de
maniére synergique avec ABCBI1, entrainant une diminution de I'absorption et de la

biodisponibilité du Tac (Zhang et al., 2001).

> Xénosensors.

Le pregnane X receptor (PXR ou NR1I2) fait partie des régulateurs transcriptionnels du
CYP3A4, de ABCB1 et potentiellement du CYP3A5 (Hodgson et Rose, 2007). Son niveau

d’expression pourrait donc influencer le devenir cellulaire du Tac.
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La figure 5 reprend schématiquement les différents acteurs et les grandes étapes du

métabolisme et de la prise en charge cellulaire du Tac.

Absorption

Barriére
intestinale

métabolisme

Fécés
Rein

Figure 5 : Schéma général de la prise en charge du Tac par les CYP3A4, CYP3A5 (regroupés sous le
terme CYP3A) et Pg-P.

2-3-3/ Polymorphismes génétiques affectantles  CYP3A4, CYP3A5 et ABCB1.

Des polymorphismes génétiques affectant les génes codant pour les 3 protéines
majeures de la prise en charge du Tac (CYP3A4, CYP3A5 et ABCB1) peuvent étre a
I'origine de variations qualitatives et/ou quantitatives d’expression de ces protéines, et ainsi

expliquer une variabilité interindividuelle des capacités de prise en charge du Tac.

> Polymorphisme génétigue du CYP3A4

A ce jour, 42 SNPs sont décrits pour le CYP3A4 (http://www.cypalleles.ki.se/cyp3a4.htm).
Historiguement, le SNP le plus étudié correspond a la substitution A en G en position -392
(rs2740574) dans la région flanquante-5'. Cette région posseéde une séquence dite NFSE
(nifedipine-specific element) (Rebbeck et al., 1998). Ce variant est dénommé CYP3A4*1B,
alors que l'allele sauvage est noté CYP3A4*1. Les conséquences fonctionnelles de cette

mutation ont été explorées in vitro et in vivo et restent contradictoires. Alors que certains
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travaux rapportent in vitro une augmentation de l'activité transcriptionnelle du CY3A4, les
études in vivo ne montrent pas d’impact sur le métabolisme de médicaments tests comme la
nifédipine ou I'érythromycine (Ball et al., 1999). L'allele CYP3A4*1B est présent chez 2% a
9,6% des Caucasiens contre 35 & 67% des Africains. Par contre, ce variant n’est pas décrit

dans les populations Asiatiques (Lamba et al., 2002).

Un autre polymorphisme C>T situé dans le 6éme intron de CYP3A4 (rs35599367 ;
CYP3A4*22) pourrait avoir des conséquences fonctionnelles sur les capacités métaboliques
de différents médicaments dont le Tac (Lampen et al., 1995 ; Elens et al., 2011a ; Elens et
al.,, 2011b). Ce polymorphisme intronique influence fortement I'expression tissulaire
hépatigue du CYP3A4: les patients homozygotes CC pour cette mutation ont une
concentration tissulaire hépatique d’ARN messager et une activité enzymatique CYP3A4 en

moyenne 2,5 fois plus importante que les patients homozygotes TT (Wang et al., 2011).

> Polymorphisme génétigue du CYP3A5

Vingt et un SNP sont décrits pour le CYP3A5 (http://www.cypalleles.ki.se/cyp3a5.htm). Le
SNP le plus étudié concerne la mutation A>G en position 6986 (rs776746), localisée dans
l'intron 3. Alors que la nomenclature considére I'allele CYP3A5*1 comme sauvage, et l'alléle
CYP3A5*3 comme le variant muté, la fréquence de l'allele CYP3A5*1 est plus faible. La
fréequence de [lallele CYP3A5*1 (http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation) est
fortement dépendante de I'origine ethnique, variant de 5 a 15% chez les caucasiens a 45-

75% chez les Afro-Américains (Xie et al., 2004).

La présence de variant entraine un défaut d'excision-épissage. Les patients porteurs de
lallele CYP3A5*1 a I'état hétérozygote ou homozygote expriment fortement la protéine
CYP3A5, et sont qualifiés de patients « fonctionnels » ou « exprimant CYP3A5 ». Au
contraire, les patients homozygotes CYP3A5*3/*3 n’expriment que trés peu ou pas la
protéine CYP3AS5. En théorie, leur capacité métabolique vis-a-vis de différentes drogues,

dont le Tac, est donc fortement réduite.
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> Polymorphisme génétigue de ABCBL1.

ABCB1 est un géne hautement polymorphe. Soixante-six SNP sont actuellement décrits
dans les séquences codantes (24 synoymes, 42 non synonymes) (Wolf et al., 2011). Sur ce

gene, trois polymorphismes génétiques ont été étudiés de maniere plus approfondie.

Deux SNP sont synonymes : il s'agit de la substitution 3435 C>T (lle1145Ile) dans I'exon 26
(rs1045642) et de la substitution 1236 C>T (Gly412Gly) dans I'exon 12 (rs1128503). Le SNP
silencieux 3435C>T entraine cependant une diminution du niveau d'expression de 'ARNmM
via une diminution de la stabilité de ce transcrit (Wang et al., 2005). Par ailleurs, il a été
montré que la mutation synonyme 3435 C>T peut entrainer une modification de la
conformation spatiale de la protéine, qui peut modifier I'affinité de la protéine pour certains
xénobiotiques (Kimchy-Sarfaty et al, 2007). Certains auteurs ont démontré que les porteurs
du variant ABCB1 3435TT présentaient in vivo une expression ou une activité réduite de Pg-
P dans leurs cellules épithéliales intestinales (Hoffmeyer et al., 2000). Ainsi, ce type de
polymorphismes génétiques pourrait étre déterminant dans la variabilité interindividuelle de
pharmacocinétique des médicaments. Dans le rein, la Pg-P est exprimée au pble apical des
cellules tubulaires proximales et distales (Naesens et al., 2009a). Dans ce travail (utilisant
des techniques d’immunohistochimie sur des biopsies de greffon rénal), il n'a pu étre
observé de relation entre I'expression tubulaire de Pg-P et le statut génétique ABCB1

3435C>T.

Enfin, le SNP affectant I'exon 21 2677 G>T/A Ala893Ser/Thr (rs2032582), est non

synonyme et induit la modification d’un acide aminé dans la protéine.

Ces trois SNP sont en déséquilibre de liaison les uns avec les autres. Il est donc
extrémement difficile de séparer les conséguences biologiques de chacun de ces variants.
L’haplotype ABCB1 1236T-2677T-3435T est observé chez 32% des caucasiens, 13% des

afro-américains et 31% des asiatiques (Benish et al., 2010).

26



2-4/ Néphrotoxicité du Tac.

Les premiers effets néphrotoxiques des ACN ont été décrits avec la CsA (Calne et al., 1978,
Calne et al., 1979). La littérature a ensuite souvent assimilé les effets néphrotoxiques de la
CsA a ceux du Tac, les confondant ainsi dans les phénoménes de néphrotoxicité induits par
les ACN. Les observations de néphrotoxicité ont d'abord concerné des phénomenes
réversibles d'insuffisance rénale aigué fonctionnelle hémodynamique (Klintmalm et al.,
1981 ; Morris et al., 1983). C'est a partir de 1984 que Myers et al., décrivent, chez des
transplantés cardiaques, des phénomeénes d'insuffisance rénale chronique associés
histologiquement a des lésions tubulo-interstitielles et & une glomérulosclérose (Myers et al.,
1984). Cette entité sera alors dénommée « néphrotoxicité chronigue des ACN », par

opposition aux phénomeénes décrits jusqu’alors de « néphrotoxicité aigué des ACN ».
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Figure 6: Représentation schématique des différentes composantes physiopathologiques de la

néphrotoxicité aigué et chronique des ACN, dans les différentes structures histologiques rénales
(Glomérules, Artérioles, Compartiment tubulo-interstitiel). (Naesens et al., 2009b)
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Les différentes voies impliquées dans la survenue de phénomenes de toxicité aigué et
chronique sont décrites dans la Figure 6. Bien que schématique, cet organigramme illustre

la complexité des différents mécanismes physiopathologiques mis en jeu.

2-4-1/ Néphrotoxicité aigué des anticalcineurines.

Effets hémodynamigues.

lls entrainent un profil d’'insuffisance rénale aigué fonctionnelle hémodynamique. Ces effets
ont principalement (et historiquement) été démontrés apres utilisation de la CsA. Ces effets
hémodynamiques sont également décrits sous Tac, ce qui suggere qu’ils sont la

conséquence d’une action directe des ACN sur la voie calcineurine/NFAT.

L’insuffisance rénale aigué fonctionnelle hémodynamique est la conséquence d’'une
augmentation des résistances vasculaires rénales (Barros et al., 1987) via la production de
facteurs vasoconstricteurs et la diminution de facteurs vasodilatateurs. Les différents

facteurs susceptibles de déplacer I'équilibre entre vasoconstriction et vasodilatation sont :

» la sécrétion d’endothéline (Textor et al., 1995). L'effet central de I'endothéline dans les
phénoménes de vasoconstriction fut particulierement bien mis en évidence par des
expériences de blocage par des Anticorps anti-endothéline qui prévenaient, chez le rat,
la toxicité aigué des ACN.

» l'activation du systéme rénine angiotensine aldostérone (SRA). Elle s’effectue d’abord
par un effet direct des ACN sur les cellules juxta-glomérulaires (Kurtz et al., 1988) qui
peuvent parfois conduire a I'hyperplasie de I'appareil juxta-glomérulaire et un effet
indirect par une réponse aux variations de I'hémodynamique intra-rénale. Cet effet
participe a la création d'un cercle vicieux en réduisant encore le flux sanguin rénal. Au
dela de I'activation du SRA, il a été démontré que la CsA augmentait la contractilité des
cellules musculaires lisses, probablement en modifiant les flux calciques (Lassila et al.,

2002).
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» la modification de I'équilibre entre les agents vasoconstricteurs et vasodilatateurs issus
du métabolisme de l'acide arachidonique par la Cyclooxygénase-2 (COX-2). Le Tac,
comme la CsA, exercent un effet répresseur sur I'expression rénale de COX-2 (Hocherl
et al., 2002). Ainsi, par certains aspects, I'utilisation des ACN peut provoquer des effets
indésirables qui rappellent ceux décrits avec les anti-inflammatoires anti-COX2
(hyperkaliémie, rétention sodée, hypertension artérielle induite par la vasoconstriction).

» [linhibition de la synthese de I'oxyde nitrique (NO) et de la réponse vasodilatatrice au NO
(Hortelano et al., 2000). Il a été démontré que la CsA inhibait la production de NO par
l'isoforme endothéliale NO synthétase (eNOS) (Kou et al., 2002). Il convient de
remarquer que la phosphorylation de eNOS est probablement dépendante d'une
interaction avec la Cavéoline-1 (Garcia-Cardena et al., 1996).

» Enfin, sur les reins natifs uniquement, la CsA stimule I'activité nerveuse sympathique, ce
qui tend encore a augmenter le tonus vasculaire. Cette activité ne concerne pas les
greffons rénaux qui ont été dénervés lors de la procédure chirurgicale (Moss et al. 1985).

Toxicité tubulaire aiqué.

La toxicité tubulaire aigué des anticalcineurines se caractérise par I'apparition de vacuoles
isométriques dans le cytoplasme des cellules tubulaires (Naesens et al., 2007), qui sont la
conséquence d’'une augmentation de la taille (dilatation) du réticulum endoplasmique et des
lysosomes. Ces lésions sont réversibles et n'évoluent pas directement vers une
néphropathie chronique irréversible.

Il convient d'étre prudent sur l'imputabilité directe des ACN dans la survenue de ce type de
lésions. En effet des lésions de néphrose osmotique produisent des tableaux histologiques
guasiment similaires de vacuolisation des cellules tubulaires. Ces néphroses osmotiques
peuvent étre secondaires a l'utilisation de solutés hyperosmolaires (par exemple lors de
l'utilisation de solutés de remplissage vasculaire a base d’hydroxy-ethyl-amidon durant la

réanimation des donneurs).
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Microangiopathies thrombotigues.

Les microangiopathies thrombotiques (MAT) observées de novo apres transplantation rénale
sont la conséquence de nombreux facteurs a la fois environnementaux et probablement
génétiques. Par leurs effets sur les cellules endothéliales, les ACN peuvent faciliter et

aggraver le développement de Iésions de MAT (Ponticelli et al., 2007).

2-4-2/ Néphrotoxicité chronique des anticalcineurin es.

Tous les compartiments du parenchyme rénal peuvent étre affectés par une toxicité
irréversible des anticalcineurines. L'atteinte vasculaire conduit a une hyalinose artériolaire,
l'atteinte tubulo-interstielle & une fibrose interstitielle avec atrophie tubulaire (FI/AT), et
l'atteinte glomérulaire a un épaississement de la capsule de Bowman et a de possibles

Iésions de hyalinose segmentaire et focale.

Lésions vasculaires.

La hyalinose artériolaire est considérée comme la Iésion vasculaire la plus caractéristique de
toxicité vasculaire des ACN. Cette hyalinose correspond a des dépbts protéiques qui
remplacent les cellules musculaires lisses nécrosées. Les dépbts hyalins peuvent étre
focaux ou circulaires, et prédominent a la périphérie de la paroi des artérioles afférentes. lls
peuvent entrainer un rétrécissement de la lumiere artériolaire (Sis et al., 2006).

Ces lésions sont classiquement décrites comme irréversibles. Cependant, certaines études
cliniques ont démontré des possibilités de remodelage de la paroi vasculaire et de réduction
des lésions de hyalinose artériolaire aprés la diminution ou l'arrét des ACN (Collins et al.,
1992 ; Morozumi et al., 1992).

La physiopathologie des Iésions vasculaires demeure obscure. Compte tenu de I'importance
de la voie Calcineurine/NFAT dans la physiologie de la cellule musculaire lisse (Graef et al.,
2001), 'nypothése d'un effet direct du blocage de cette voie dans la genése des lésions

vasculaires pourrait étre évoquée.
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Lésions tubulo-interstitielles.

Les Iésions artériolaires conduisent a une ischémie locale du compartiment tubulo-interstitiel,
au développement de lésions de fibrose interstitielle (typiquement en bande) accompagné
d’une atrophie tubulaire et a la sclérose glomérulaire.

Différents mécanismes concourent au développement de ces lésions fibreuses.

» L’hypoxie induite par les ACN (épisodes répétés de vasoconstriction/retour a un tonus
vasculaire normal en fonction des prises thérapeutiques d’ACN) est a l'origine de la
formation de radicaux libres. Ces derniers favorisent la mort cellulaire par apoptose. Un
effet directement pro-oxydant de la CsA est évoqué par certains auteurs. In vitro,
'exposition de cellules tubulaires a de la CsA génére la libération de radicaux libres
(Galletti et al., 2005). Cependant, d’autres études ex vivo montrent que la CsA n’a pas
d’effet direct sur I'oxydation lipidique (Kandoussi et al., 2001).

» Une augmentation de I'expression du TGF par les cellules tubulaires rénales exposées
a la CsA ou au Tac (Khanna et al., 2002). Le TGFp favorise la fibrose en induisant la
synthese de protéines de la matrice extra-cellulaire et en inhibant les systémes chargés
de sa dégradation (Border et al., 1994).

Par ailleurs le TGFB stimule des phénomenes de modifications phénotypiques des
cellules épithéliales par un processus de transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) au
cours duquel les cellules tubulaires perdent leurs caractéristiques épithéliales et
développent des propriétés de cellules fibroblastiques (Pallet et al.,, in Actualités
Néphrologiques Néphrologiques 2008 : http://www.soc-
nephrologie.org/PDF/enephro/publications/actualites/2008/2008_09.pdf).

Le processus de TEM semble particulierement important dans les phénomenes de
néphrotoxicité chronique des ACN. Dans une cohorte de patients transplantés traités par
CsA, Hazzan et al. (2011) ont démontré que, sous CsA, la TEM évaluée sur des biopsies
de greffon systématique a 3 mois était prédictive de la dysfonction du greffon & 4 ans

(parallélement & une aggravation des scores de TEM entre 3 et 12 mois). A linverse,
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chez les patients sevrés de CsA a 3 mois il était observé a 1 an une diminution
d’expression de leurs marqueurs de TEM. Ces éléments suggerent donc que la CsA
induit in vivo un processus de TEM. Ce mécanisme peut jouer un rdle majeur dans
I'apparition de la fibrose du greffon (Hazzan et al., 2011).
» Les effets pléiotropiques de I'activation du SRA.
L'activation du SRA (cf supra) a des effets qui dépassent largement les simples
modifications hémodynamiques. L’angiotensine-2 stimule directement la production de
TGFB (Wolf et al., 2006). L'aldostérone stimule également la production de TGF(3, de
radicaux libres et inhibe la production d’enzymes de dégradation de la matrice extra
cellulaire (Remuzzi et al., 2008).
Il faut néanmoins garder en mémoire que les lésions de fibrose interstitielle observées sur
les biopsies de greffon ne sont pas spécifiques de la toxicité du Tac et peuvent également
résulter des multiples agressions subies par le greffon rénal (Iésions préexistantes du
donneur, agressions allogéniques...)

Lésions glomérulaires.

Les lésions de sclérose glomérulaire sont secondaires a I'ischémie induite par les Iésions
vasculaires de hyalinose artériolaire (Nankivell et al., 2004). Ce processus est globalement
semblable a ce qui est observé dans la néphropathie diabétique. Par ailleurs, les lésions
tubulaires conduisent a la déconnexion du glomérule et de Il'appareil tubulaire. Ces
glomérules dits « atubulaires » sont de petites tailles, et leur capsule de Bowman est
épaissie par un processus fibreux. Enfin, des phénoménes aspécifiques de hyalinose
segmentaire et focale peuvent étre observés (Cosio et al., 1999).

Troubles hydroélectrolytiques.

Lors de l'utilisation d’ACN, il est fréquent d’'observer, a minima, différentes modifications
hydro-électrolytiques telles que: une hypomagnésémie avec hypermagnésiurie, une

hyperkaliémie, une acidose tubulaire distale et une hyperuricémie. La diminution de
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I'expression du co-transport Na’-K*-2Cl induite par les ACN peut expliquer, au moins
partiellement, ces anomalies (Snanoudj et al., 2009).

Cinétique d'apparition des Iésions chroniques.

Les lésions apparaissent de maniéere progressive au fil du temps. Nankivell et al. (2003), ont
décrit I'émergence tres progressive de ces lésions dans une série de 119 patients
transplantés rein-pancréas, traités par CsA ou Tac, et biopsiés systématiquement de
maniere annuelle pendant 10 ans. Globalement, I'évolution histologique peut étre divisée en
2 stades. Les lésions précoces sont principalement liées a la réaction alloimmune. Les
Iésions plus tardives (aprés 1 an), quant a elles sont assez peu liées a des mécanismes
alloimmuns, mais plutét aux lésions de néphrotoxicité (lesquelles prendront une importance
croissante au fil du temps). A long terme, 100% des greffons rénaux présentent des signes
de néphrotoxicité (Figure 7). Néanmoins, dans ce type d'étude sans groupe controle, il est
impossible  d’analyser la  participation relative des différents  déterminants
physiopathologiques (néphrotoxicité, agression alloimunne...) dans la survenue des lésions

histologiques décrites, notamment dans les Iésions de FI/AT.
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Figure 7 : Prévalence au fil du temps des lésions de néphrotoxicité induite par les ACN chez des
patients transplantés rein-pancréas suivis de maniere périodique par des biopsies systématiques du
greffon rénal (Nankivell et al., 2003).
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3/ Déterminants de la néphrotoxicité induite par le Tac.

3-1/ Facteurs systémiques.
3-1-1/ Paramétres cinétiques et niveaux d’expositio  n systémique (C0O, AUC) au Tac.

Historiguement, la posologie et le niveau de concentration sanguine de CsA ont tres
rapidement été corrélés a la survenue d’'une néphrotoxicité clinigue. De méme, dés sa mise
sur le marché, les premiéres études de phase Ill ont montré que les concentrations
sanguines de Tac étaient déterminantes dans I'effet immunosuppresseur et dans la
survenue d’'une néphrotoxicité (Laskow et al., 1996, Vincenti et al.,, 1996). Dans ces
premieres études, les dosages sanguins résiduels de Tac (CO) oscillaient dans une
fourchette trés large entre 5 et 40 ng/mL. Dés lors, il apparaissait que l'index thérapeutique

du Tac est étroit, avec des valeurs cibles de dosage résiduel comprises entre 5 et 15 ng/mL.

Le CO de Tac est bien corrélé a I'aire sous la courbe 0-12h (AUCO0-12). Le CO du Tac
est donc admis comme un indicateur assez fiable du niveau global d'exposition au
médicament (Oellerich et al., 2006). Cependant, les techniques utilisant des estimateurs
Bayésiens pour évaluer l'aire sous la courbe (a partir d'un nombre limité de mesures de
concentration sanguine de Tac) paraissent avoir une meilleure fiabilité pour estimer le niveau

d’exposition systémique au Tac (Kuypers et al., 2004).

Pour la CsA, la corrélation entre AUC et CO est assez médiocre. Il a donc été proposé
d'utiliser la concentration sanguine 2h (C2) aprés la prise, plus satisfaisante, pour juger de
'exposition a la molécule. Néanmoins, une étude clinique n'a pu mettre en évidence le
bénéfice clinique d’un suivi thérapeutique a partir du C2 par rapport au CO (Kuypers et al.,
2004). Ainsi, il apparait que le suivi thérapeutique des patients traités par CsA soit
globalement plus difficile que celui des patients sous Tac. Cette différence pourrait, au moins
partiellement, expliquer que la CsA soit décrite comme plus néphrotoxique que le Tac.

Cependant, il convient de modérer ce propos, et de rappeler qu'actuellement aucune
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modalité de suivi thérapeutique des ACN ne permet de s’affranchir complétement du risque

néphrotoxique.

Les protocoles actuels dimmunosuppression visent a utiliser des posologies
minimales de Tac, afin de réduire les phénomeénes de toxicité, tout en conservant une
efficacité satisfaisante dans la prévention du rejet. L’étude ELITE-Symphony (Ekberg et al.,
2007) a comparé des protocoles utilisant: (i) des posologies usuelles de CsA, (ii) des
posologies réduites de CsA, (iii) des posologies réduites de Sirolimus et (iv) des posologies
réduites de Tac (initialement: 0,1 mg/kg/j, ensuite ajustée pour obtenir des dosages
sanguins résiduels (C0O) entre 3 et 7 ng/mL). Dans cette étude randomisée, I'utilisation de
doses réduites de Tac permet d’obtenir la meilleure fonction rénale a 1 an de greffe, la
meilleure survie du greffon, et le plus faible taux de rejet aigu. Il faut cependant remarquer
que, durant la premiére année de greffe, les valeurs de CO de Tac étaient plus proches de la
borne haute de la cible que de la borne basse et que le groupe contréle utilisait de la CsA a
posologie conventionnelle et non du Tac. Lors du suivi a 3 ans de cette cohorte (Ekberg et
al., 2009), il apparait que si I'avantage sur la fonction rénale du Tac faible dose persiste, la
différence de débit de filtration glomérulaire estimée entre les 4 bras de I'étude n’est plus
statistiquement significative. Enfin, dans cette étude, aucune biopsie systématique n'a été
réalisée. Les différences de fonction rénale observées entre les bras de I'étude ne sont donc
peut étre pas uniguement liées qu'a une moindre néphrotoxicité. Un meilleur contrdle de la

réaction allogénique pourrait participer a ces résultats.

Le caractere directement dose dépendant de la toxicité de la CsA est également difficile a
appréhender. En effet, dans I'étude ELITE-Symphony (Ekberg et al., 2007), il n'est pas
observé de différence de fonction rénale entre les patients soumis a une dose
conventionnelle de CsA, et ceux soumis a une posologie réduite. En transplantation
cardiaque, les patients traités avec des posologies réduites, ou plus élevées de CsA (4,6+0,4
versus 6,3+0,3 mg/kg/j, p <0.01) développent les mémes Iésions histologiques de

néphrotoxicité (Myers et al.,, 1988). De méme, pour Zietse et al., la fonction rénale des
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transplantés cardiaques traités par CsA est indépendante des niveaux observés de

cyclosporinémies (Zietse et al., 1994).

Ainsi, dans les études les plus anciennes, il apparaissait que lorsque des doses
particulierement élevées d’ACN étaient utilisées il était mis en évidence une relation directe
dose/toxicité. Ces données doivent étre revues a l'aune des conditions actuelle de suivi
thérapeutique ou les cibles thérapeutiques sont maintenues plus étroites, et les posologies
d’ACN revue a la baisse. Dans les conditions actuelles d'utilisation des ACN, et surtout du
monitoring biologique trés régulier qui est organisé, il est probable que la néphrotoxicité des

ACN ne soit pas sous l'unique dépendance de I'exposition systémique aux produits.
3-1-2/ Impact du polymorphisme génétique du receveu r et exposition aux ACN.

Il existe une grande variabilité inter- et intra-individuelle de la phamacocinétique du Tac qui
rend complexe la prévision du rapport entre dose et concentration. Cette variabilité s’opére a
tous les niveaux de la prise en charge cellulaire du médicament (absorption, distribution,
métabolisme et élimination), et explique la faible corrélation qui est décrite entre les

posologies de Tac et I'exposition réelle au produit (Staatz et al., 2004).

De nombreuses études pharmacogénétiques ont mis en évidence I'impact de SNPs des
génes codant pour les principales protéines impliquées dans la prise en charge du Tac sur la
pharmacocinétigue et [I'exposition au produit. L'ensemble de ces données

pharmacogénétiques a été obtenu chez des patients traités par Prograf®.

3-1-2-1/ Impact des polymorphismes génétiques de CYP3AS5.

Effet de l'allele CYP3A5*3 : Les travaux sont concordants quant a I'effet du polymorphisme

CYP3A5*3 sur I'exposition au Tac.

Staatz et al. (2010) ont répertorié 23 études observationnelles (rassemblant 1553
transplantés rénaux) réalisées chez des receveurs de toutes origines ethniques. Les

résultats de ces études sont globalement trés cohérents. Par comparaison aux patients
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CYP3A5*3/*3, les patients exprimant le CYP3A5 (c'est-a-dire porteurs d’au moins un allele
CYP3A5*1) ont des capacités métaboliques accrues vis-a-vis du Tac. lIs nécessitent donc
des posologies de Tac plus importantes pour maintenir une exposition jugée suffisante
(Staatz et al., 2010). Cependant, ce polymorphisme génétique du CYP3A5 n’explique que
tres partiellement la variabilité interindividuelle d’exposition au Tac (30% de la variabilité

selon Press et al. (2009)).

Aprés les premieres études observationnelles, il a été proposé d'adapter les posologies de
Tac en fonction de lallele CYP3A5*3 du receveur (Haufroid et al.,, 2006). Ces
recommandations avaient pour objectif d’atteindre plus rapidement, apres la greffe, des CO
efficaces et non toxiques de Tac. Elles consistaient & (i) doubler les posologies initiales de
Tac chez les sujets porteurs d’au moins un allele CYP3A5*1 (0,3 mg/kg/j) et (ii) a réduire

cette posologie a 0,15 mg/kg/j chez les receveurs CYP3A5*3/*3.

La conférence 2010 de I' « European Science Foundation— University of Barcelona (ESF—
UB) » a ensuite proposé d’adapter les posologies initiales de Tac en fonction du statut
CYP3AS5 du receveur avec un schéma légérement différent: 0,15 mg/kg/j pour les receveurs
CYP3A5*3/*3, 0,2 mg/kg/j pour les receveurs CYP3A5*1/*3 et 0,25 mg/kg/j pour les
receveurs homozygotes CYP3A5*1/*1. L'adaptation par un tel schéma permet d’obtenir plus
rapidement une exposition au Tac dans les cibles souhaitables (Becquemont et al., 2011).
Ces recommandations d’utilisation d’'un marqueur pharmacogénétique ne sont toutefois
actuellement pas relayées par les autorités de santé européennes (European Medicine
Agency) ou américaines (Food and Drug Administration). Ces propositions d’adaptation de
doses en fonction du statut CYP3A5 font également suite a I'étude prospective menée par
Thervet et al. (2010). Ce travail a comparé une stratégie d’adaptation a priori des posologies
de Tac selon le statut CYP3A5 du receveur versus une stratégie usuelle d’adaptation des
doses, au fil de I'eau, selon les résultats du suivi pharmacologique. Dans cette étude, les
patients ayant bénéficié d’'une adaptation en fonction de leur génotype atteignent plus

rapidement les cibles de CO. Cependant aprés 3 mois, il n’existe pas de bénéfice clinique a
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une telle attitude : la fonction rénale, l'incidence du retard de fonctionnement de greffon et du
rejet aigu sont similaires dans les deux bras de I'étude. Des études rétrospectives
antérieures avaient déja montré I'absence d’effet du CYP3A5*1 dans la survenue de rejets
aigus (Hesselink et al., 2008). De méme, Naesens et al. (2009b) n’'observent aucun effet de
lallele CYP3A5*1 du receveur sur lincidence de rejet, la fonction du greffon, ou le

développement de Iésions histologiques de néphrotoxicite.

Les résultats de ces études sont a mettre en perspective avec le suivi thérapeutique
pharmacologique qui est actuellement organisé de maniére trés réguliere en post greffe. Ce
suivi permet une adaptation trés rapide des posologies pour obtenir les valeurs de CO

souhaitées.

Par contre, une étude observationnelle menée chez 304 transplantés rénaux (Kuypers et al.,
2010) traités par Tac a cependant permis de conclure a un impact délétére de lalléle
CYP3A5*1 sur le développement d’'une néphrotoxicité histologique du Tac. Dans cette étude,
les facteurs de risque indépendants de néphrotoxicité induite par le Tac étaient : le génotype
CYP3A5*1/- (hazard ratio: 2,38; intervalle de confiance a 95%: 1,15-4,92), la posologie de
Tac (hazard ratio: 2,06: intervalle de confiance a 95% : 1,30-3,27) et la poursuite de la

corticothérapie (hazard ratio: 4,75; intervalle de confiance a 95%: 1,13-19,98).

Une autre étude réalisée chez des transplantés rénaux d'origine Asiatique a évalué la
progression de la fibrose interstitielle, entre la biopsie pré-implantatoire effectuée a JO et une
biopsie systématique réalisée 1 an apres greffe, par une technique de quantification de la
fibrose par une analyse numérique de la biopsie. Dans cette étude, il apparait que les
receveurs CYP3A5*3/*3 développent une fibrose interstitielle plus importante que les
patients porteurs d’au moins un alléle CYP3A5*1. Il faut remarquer que dans cette étude peu
de précisions sont données sur les posologies, cependant les CO de Tac sont
particulierement élevés dans le groupe des patients CYP3A5 déficitaires (y compris apres un

an de greffe). Ainsi, les patients porteur d’'un alléle CYP3A5*1, avec des CO plus bas,
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paraissent moins exposés au Tac ; ce qui les protege probablement des phénoménes de

néphrotoxicité et de progression de la fibrose (Miura et al., 2011).

Effets de l'allele CYP3A5*6 et CYP3A5*7: Deux autres polymorphismes CYP3A5*6 et
CYP3A5*7, rares chez les sujets d’origine Caucasienne, sont relativement fréquents chez les
sujets d’origine Africaine (respectivement 17% et 8% (Roy et al., 2005)). Ces deux alléles
entrainent I'expression d’'une protéine non fonctionnelle (CYP3A5*6 est responsable d'un
défaut d'épissage, CYP3A5*7 engendre un codon stop (Kuehl et al., 2001; Wallemacq et
al., 2009; Hustert et al., 2004). Ainsi, chez les receveurs CYP3A5*1, la présence de l'un des
alleles *6 ou *7 conduit finalement a une protéine non fonctionnelle, et a un phénotype
CYP3AS5 déficitaire. En pratique, peu de travaux rapportent l'intérét du génotypage des
alleles *6 et *7 dans 'approche pharmacogénétique du Tac. L'intérét de ces génotypages est
probablement assez restreint lorsque l'on s’intéresse a des cohortes de patients Nord-
Européens. Dans un travail réalisé en Belgique, Haufroid et al (2006), ne rapporte un effet

cliniguement significatif de I'alléle *6 sur I'exposition au Tac que pour un seul patient sur 19.

3-1-2-2/ Impact des polymorphismes génétigues du CYP3A4

La littérature rapporte principalement des travaux sur l'influence de deux SNP du CYP3A4
sur l'exposition au Tac: CYP3A4*1B (rs2740574) et, plus récemment du CYP3A4*22

(rs35599367).

Effet de l'allele CYP3A4*1B : Il n'est pas certain que ce polymorphisme ait directement un
impact sur I'exposition au Tac. En effet, les travaux menés, avec des analyses statistiques
mutivariées (modeéle incluant des SNP des CYP3AS5 et ABCB1), n'ont pas permis de mettre
en évidence d’effet indépendant de CYP3A4*1B sur I'exposition au Tac. Son effet, décrit lors
des analyses statistiques univariées, pourrait étre la conséquence d’une liaison génétique a

l'allele CYP3A5*1. (Hesselink et al., 2008; Staatz et al., 2010).

Effet de l'allele CYP3A4*22 : Les patients porteurs d’au moins un alléle T nécessitent des

doses moindres (en moyenne -33%) de Tac pour atteindre le niveau souhaité d’exposition au
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Tac. Cet effet est encore plus sensible lorsque le polymorphisme CYP3A5*3 est pris en
considération : les receveurs homozygotes CC CYP3A4*22 et porteurs d’au moins un alléle
CYP3A5*1 peuvent étre considérés comme métabolisant le Tac de maniére extensive (Elens
et al., 2011a). Une telle analyse combinée permet une meilleure prédiction du rapport

CO/dose et explique 60% de la variabilité des posologies de Tac (Elens et al., 2011b).

3-1-2-3/ Impact des polymorphismes ABCB1 3435C>T, 1236C>T et 2677G>T/A.

La majorité des études (20 sont répertoriées par Staatz et al. (2010)) n’ont pu associer le
SNP 3435C>T a une variabilité de la pharmacocinétique du Tac. A l'inverse, 6 études sont
contradictoires et rapportent une augmentation du rapport CO/dose chez les receveurs
homozygotes TT vs CC (Staatz et al., 2010). Par exemple, Hesselink et al. (2008) notent une
augmentation de 23% du rapport CO/dose et une diminution des posologies de 19% chez les
patients homozygotes TT vs CC. De telles conclusions seraient en faveur d’'un impact

fonctionnel de ce variant sur la Pg-P en limitant ses capacités fonctionnelles.

Il en est de méme pour les variations de séquence 1236 C>T et 2677 G>T/A. La plupart des
études ne montrent aucun impact significatif de ces SNP sur la pharmacocinétique du Tac
(Staatz et al.,, 2010). Cependant, quelques-unes observent un effet significatif sur les
rapports CO/dose qui deviennent plus élevés chez les patients porteurs d'un alléle muté a

I'état homozygote. (Anglicheau et al., 2003, Fredericks et al., 2006).

Plutét qu'une analyse de I'effet individuel de chacun de ces SNP, il apparait intéressant, de
faire une analyse combinée en étudiant I'haplotype regroupant ces 3 alleles. La encore, les
résultats de la littérature sont divergents. Staatz et al. (2010) répertorient 6 études qui
n’observent aucun impact de I'effet combiné des ces 3 variants. Au contraire, Fredericks et
al. (2006) décrivent une augmentation du rapport CO/dose des patients porteurs du variant
haplotypique ABCB1 3435T- 2677T-1236T. Cependant, cet effet disparait si 'on prend en
compte l'effet de I'allele CYP3A5*3. En transplantation pulmonaire, Wang et al. (2006a) ont

cherché a évaluer linfluence de cet haplotype chez des receveurs CYP3A5*3/*3 (afin
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d’éliminer l'effet confondant du polymorpisme génétique de CYP3A5). Dans cette sous
population, les patients porteurs de I'haplotype ABCB1 3435T- 2677T-1236T ont des

rapports CO/dose plus élevés.

Si limpact des différents polymorphismes d’ABCB1 sur la biodisponibilité du Tac reste
débattu dans la littérature, il convient toutefois de remarquer qu’aucun travail n’a pu mettre

en évidence d’effet sur la survenue d’événements cliniques apres greffe.

Au dela de l'influence de ces polymorphismes sur la biodisponibilité du Tac, Capron et al.
(2010) ont analysé leur impact sur la concentration intra-lymphocytaire de Tac. Les
receveurs ayant une mutation ABCB1 1199 G>A, 3435 C>T, 2677 G>T/A ont des
concentrations intra-lymphocytaires de Tac plus élevées. Cela pourrait influencer I'effet

immunosuppresseur de la molécule.

3-1-3/ Déterminants non génétique de I'expositiona  u Tac.

Méme si des progres dans lidentification de nouveaux polymorphismes des genes codant
pour les protéines responsables de la prise en charge du Tac parvenaient a mieux expliquer
la variabilité interindividuelle du rapport entre posologie et exposition aux ACN, il apparait
illusoire d’expliquer I'intégralité de cette variabilité par les seuls déterminants génétiques. En
effet, indépendamment du patrimoine génétique du receveur, de nombreux éléments de

I'environnement peuvent influencer la pharmacocinétique et I'exposition au Tac.

- Les troubles du transit digestif et les diarrhées entrainent une diminution de l'activité de

la Pg-P des cellules intestinales et augmentent fortement la biodisponibilité du Tac
(Lemabhieu et al., 2005)

- De nombreux médicaments et substances exogenes peuvent induire ou inhiber le

CYP3A4 (http://www.afssaps.fr), et étre ainsi responsables de modification importante de
I'exposition au Tac. A titre d’'exemple, on peut citer l'interférence avec les dérivés azolés.
Ainsi, I'impact de l'inhibition du CYP3A4 par le kétoconazole a été évalué dans un essai

prospectif visant & réduire les posologies et le colt économique d’'un traitement par Tac
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par l'utilisation conjointe de kétoconazole (El-Dahshan et al., 2006). Sous kétoconazole, il
est en effet possible de réduire de 54% les posologies de Tac, tout en conservant une
cible thérapeutique identique. L'expression systémique de la Pg-P peut également étre
modifiée par de trés nombreux médicaments tels par exemple le vérapamil, le
kétoconazole ou [I'érythromycine qui sont des inhibiteurs de la Pg-P
(http://www.pharmacomedicale.org/Fiche _89.html).

Les stéroides également sont des agents connus pour diminuer la biodisponibilité du Tac

(Velickovic-Radovanovic et al., 2010, Ferraris et al., 2011).

Enfin, il faut rappeler que tous ces éléments vont étre variables au cours du temps dans le
parcours cliniqgue du patient transplanté : les interactions médicamenteuses, les troubles du
transit (de méme que I'hypoalbuminémie ou les variations de I'hnématocrite (cf supra)) sont

autant d’éléments extrémement fluctuants susceptibles de modifier la biodisponibilité du Tac.

3-2/ Exposition des cellules rénales au Tac

La néphrotoxicité est conditionnée par la capacité des cellules rénales a prendre en charge
le Tac et a se défendre de l'agression de cette molécule. L'expression de la Pg-P et du
CYP3AGS par le tissu rénal joue un rble majeur dans cette fonction de protection. La encore,
des déterminants génétiques et environnementaux sont a lorigine d'une variabilité
d’expression des protéines de prise en charge du Tac par le tissu rénal. En ce qui concerne
la variabilité d’origine génétique, s'agissant du tissu rénal greffé, celle ci est portée par le

patrimoine génétique du donneur.

3-2-1/ Expression tissulaire rénale de la Pg-P.

3-2-1-1/ Expression tissulaire rénale de Pg-P et toxicité des ACN.

La Pg-P est exprimée au pole apical des cellules tubulaires et permet I'efflux des ACN en
dehors du cytoplasme des cellules tubulaires.
Sous CsA, des travaux ont démontré I'importance de la Pg-P dans la protection a I'encontre

des phénomeénes de néphrotoxicité. Del Moral R et al. (1997) ont observé, en utilisant un
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modele de rat soumis a de la CsA a 25 mg/kg/j, que I'exposition a la CsA entrainait une
surexpression par les cellules tubulaires rénales de la Pg-P. Dans cette étude, une
corrélation inverse entre I'expression de la Pg-P (par Western Blot et immunohistochime) et
la sévérité des lésions histologiques de néphrotoxicité des ACN est observée. Joy et al.
(2005) ont également constaté une diminution de I'expression de la Pg-P chez des patients
transplantés rénaux qui avaient développé des signes histologiques de néphrotoxicité des
ACN versus les patients qui en étaient indemnes.

Cependant ces observations d’une relation inverse entre I'expression rénale de Pg-P et le
développement d’'une toxicité tissulaire des ACN (ici surtout la CsA) ne permettent pas de
démontrer un lien physiopathologique direct. Enfin, chez des souris dont le gene ABCB1 a
été invalidé et exposées a de la CsA, la concentration intra-rénale de CsA est similaire a
celle des animaux de génotype ABCB1 sauvage (alors que la concentration intra cérébrale

est 17 fois supérieure chez la souris ABCB1 ™ vs souris sauvage) (Schinkel et al., 1995).

Pour le Tac, peu de données expérimentales sont accessibles et la question reste débattue.
En effet, Metalidis et al. (2001) ont observé dans une étude rétrospective (analyse par
immunohistochimie de I'expression de la Pg-P sur des biopsies de 32 patients ayant
développé une néphrotoxicité histologique du Tac versus 50 patients avec des biopsies
protocolaires normales et 21 patients avec des signes histologiques de rejets) que
I'expression tubulaire de Pg-P était indépendante de I'apparition d’une néphrotoxicité induite

par le Tac.

3-2-1-2/ Effets des polymorphismes génétiques de ABCB1 portés par le donneur.

Plusieurs travaux ont évalué I'impact de mutations de ABCB1 potentiellement connues pour
entrainer des modifications de I'expression de la Pg-P. Il convient de distinguer 'effet de ces
polymorphismes génétiques lors de I'utilisation de la CsA et du Tac.

> Influence du polymorphisme génétique de ABCB1 du donneur lors d’'un traitement par

CsA.
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Une premiere étude (Hauser et al., 2005) a comparé le génotype ABCB1 de 18 patients
ayant développé une néphrotoxicité de la CsA, et 79 patients pour lesquels les criteres de
néphrotoxicité n’'étaient pas atteints. On remarquera que, dans cette étude, les patients qui
évoluent vers le diagnostic de néphrotoxicité le font relativement rapidement (en moyenne un
an apres la greffe). En analyse multivariée, seul le génotype ABCB1 3435TT du donneur est
associé de maniére indépendante a la survenue d'une néphrotoxicité induite par la CsA

(Odds ratio : 13,4; intervalle de confiance a 95% :1,2-148 P = 0,034).

Dans une série rétrospective, Woillard et al. (2010) ont analysé I'impact du polymorphisme
génétique d’ABCB1 du donneur sur la survie du greffon rénal d’une cohorte de 259 patients
suivis en moyenne 72 mois. La survie des greffons rénaux issus de donneurs porteurs de
I'haplotype ABCB1 3435T-2677T-1236T est significativement moindre. A I'état hétérozygote,
le risque relatif de perte du greffon associé a cet haplotype du donneur est de 3,32 (NS), et
de 9,34 a I'état homozygote (Intervalle de confiance a 95%: 2,3-38,4 ; p= 0.0019). L’analyse
de l'effet d’'un haplotype regroupant 3 mutations affectant ABCB1 semble donc une approche

tres pertinente.

> Influence du polymorphisme génétique de ABCB1 du donneur lors d’un traitement par

Tac.
Dans un travail mené chez 252 transplantés, traités par Tac, ayant bénéficié de 744 biopsies
de greffons (réalisées sur les 3 premiéres années de greffe), Naesens et al. (2009a) ont pu
démontrer que (i) 'absence d’expression de la Pg-P au péle apical des cellules tubulaires
épithéliales (technique d'immunomarquage) ; et (ii) 'homozygotie combinée du donneur et
du receveur ABCB1 3435TT étaient associées a une augmentation des index histologiques
d'atrophie tubulaire et de fibrose interstitielle (FI/AT). Cependant, I'effet combiné de
’homozygotie TT du donneur et du receveur ne modifie pas la survie du greffon rénal. Enfin,
il n'existait aucune association entre I'expression tubulaire (immunohistochimie) de la Pg-P
et le développement de lésions vasculaires (lésions de hyalinose artériolaire) de

néphrotoxicité des ACN. La relation qui associe les SNP ABCB1 3435 C>T du couple
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donneur/receveur avec les phénomeénes de toxicité rénale ne semble donc affecter que le
compartiment tubulo-interstitiel. Cela est compatible avec le profil d’expression tubulaire de
la Pg-P sous la dépendance du patrimoine génétique du donneur. Cependant, dans une telle

hypothése I'implication du patrimoine génétique du receveur reste moins bien comprise.

3-2-1-3/ Effets de I'environnement sur I'expression tissulaire rénale de la Pg-P.

L'Evérolimus et le Sirolimus (tous deux inhibiteurs de mTOR) sont des inhibiteurs connus de
la Pg-P. Ainsi, lorsqu’ils sont associés a un ACN, ils augmentent (dans un modeéle de culture
primaire de cellules tubulaires rénales) la concentration intra-cellulaire d’ACN ; ce qui
pourrait, in vivo, majorer le risque de toxicité des ACN (Anglicheau et al., 2006). Chez le rat,
cet effet a été particulierement bien démontré par Podder et al. (2001). Les auteurs ont
observé une tres importante augmentation des concentrations tissulaires intrarénales de
CsA lorsque que des rats étaient traités de maniére concomitantes par de la CsA et du
Sirolimus. Comparée a une monothérapie de chacun de ces immunosuppresseurs, cette
association provoque la dégradation rénale la plus importante, et les Iésions de
néphrotoxicité les plus sévéres. Cet effet explique probablement la dégradation de la
fonction rénale qui est observée en clinigue humaine dans des schémas associant
inhibiteurs de mTOR et ACN (Ciancio et al., 2006). Une étude observationnelle récente
comparant les effets a long terme d'une stratégie d’association Mycophénolate/Tac a une
association Sirolimus/Tac confirme ces données avec une moins bonne survie du greffon

rénal lors de I'association Sirolimus/Tac (Chhabra et al., 2012).

3-2-2/ Expression rénale du CYP3A5.

Les données dans la littérature sont moins nombreuses. Sous CsA, les polymorphismes
CYP3A5*1 et CYP3A4*1B du donneur n’influencent pas la survie ou la fonction du greffon
rénal (Woillard et al., 2010). Dans I'étude de Naesens et al., (2009a) il en est de méme sous

traitement par Tac.
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Metalidis et al. (2011) ont analysé I'expression tissulaire rénale du CYP3A5 (par
immunohistochimie) chez des transplantés rénaux sous Tac. lls observent une expression
membranaire du CYP3A5 au pole apical des tubules proximaux sur 47% des biopsies
présentant des signes de néphrotoxicité du Tac (versus 14% des biopsies dépourvues de
toxicité, p<0,01). Par contre, I'expression du CYP3A5 au péle apical des tubules distaux
diminue en cas de néphrotoxicité avérée. L'implication physiopathologique de ces
modifications d’expression demeure indéterminée. Dans cette étude, il n’existe pas
d’association entre le génotype CYP3A5 6986A>G du donneur et le développement de

Iésions histologiques de néphrotoxicité du Tac.

3-3/ Déterminants de la vulnérabilité aux phénomene s de fibrose.

Concernant un phénomeéne tissulaire local tel que la fibrose interstitielle du rein greffé, il
apparait intéressant de se rapporter au patrimoine génétique du donneur. Peu d’études ont
évalué l'impact de différents polymorphismes génétiques du donneur sur le développement

de la fibrose et/ou sur la perte de fonction du greffon.

3-3-1/ Polymorphisme génétique de  APOLL.

En pathologie rénale, en dehors de la transplantation rénale, des polymorphismes
génétiques affectant MYH9 (non-muscle MYosin Heavy chain 9) et APOL1 (Apolipoprotein
L1) ont été associés au développement de lésions rénales vasculaires de type néphro-
angiosclérose chez des patients Afro-Américains. Il est en fait tres probable que le
polymorphisme génétique initialement décrit sur MYH9 ne soit qu'une conséquence d’un
déséquilibre de liaison avec ceux décrits sur APOL1 (Tzur et al., 2010). Une association tres
forte est maintenant démontrée entre le fait d’étre porteur de deux variants affectant APOL1
(alleles G1 et G2) et le développement de lésions vasculaires rénales de type néphro-
angiosclérose (Odd’'s Ratio 7,3) (Genovese et al.,, 2010). Néanmoins, ce polymorphisme

génétique n’est actuellement pas décrit dans la population caucasienne.
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L'impact du polymorphisme génétique de APOLL1 sur la perte de greffon a été évalué dans
une étude rétrospective réalisée chez 136 donneurs Afro-Américains (Reeves-Daniel et al.,
2011). Lorsque le donneur était porteur des 2 alleles G1 et G2 du géne APOL1, le risque
relatif de perte du greffon était de 3,84 (indépendamment de tout autre facteur de risque de
perte du greffon). Aucune donnée histologique n’était rapportée dans ce travail, il est donc
impossible d'observer si l'effet de ces polymorphismes portait purement sur des lésions

vasculaires ou affectait également le compartiment tubulo-interstitiel.

3-3-2/ Polymorphisme génétique de CAVL1.

3-3-2-1/ Cavéoles et cavéoline-1.

Les Cavéoles sont des invaginations de la membrane plasmique, riches en cholestérol et en
sphingolipides, dont le diamétre est compris entre 50 et 70 nm (Figure 8). Elles sont
actuellement considérées comme des radeaux lipidiques spécialisés, morphologiquement
caractérisés par leur forme invaginée et par la présence de 3 protéines de structure
appelées caveéolines (cavéoline-1 (CAV-1), cavéoline-2 et cavéoline-3). Elles sont impliquées
dans plusieurs processus physiologiques, notamment I'endocytose, la signalisation cellulaire,

et la transcytose de macromolécules (cholestérol, albumine...) (Chidlow et al., 2010).

Figure 8 : Structure des Cavéoles. A. Structure des cavéoles en microscopie électronique
a transmission. B. Structure schématique des cavéoles. C. Insertion des cavéolines dans la
membrane au sein des cavéoles (Thomas, 2008).
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CAV-1 contient un domaine qui permet I'oligomérisation de 14 a 16 molécules (Sargiacomo
et al., 1995). Ces oligoméres de CAV-1 se regroupent ensuite et s’organisent en complexes
gui atteignent 350 a 400 kDa. Sur ces complexes viennent s'amarrer différentes protéines

gui entrent en interaction avec les cavéoles.

L’ancrage aux différentes protéines membranaires se fait via un domaine spécifique dit
« scaffolding domain» (CSD). Ce CSD a un rble double : il sert d’ancrage a plusieurs
protéines a l'intérieur des cavéoles et de régulateur pouvant soit inhiber, soit activer les
protéines avec lesquelles il interagit. Ainsi par interaction avec le CSD, de tres nombreuses
protéines se trouvent co-localisées dans les cavéoles notamment des molécules impliquées
dans des fonctions de signalisation telles que : des Récepteurs Tyrosine Kinase (RTK)
(EGFR, PDGFR, IGFR), des Récepteurs Couplés aux Protéines G (RCPG) (récepteur
adrénergiques, récepteur muscarinique), des molécules impliquées dans la signalisation
calcique (canaux calciques de type L, calcium ATPase, canaux Transient Receptor Potential
Cannonical (TRPC), des molécules adaptatrices (Phosphatidyl inositol diphosphate (PIP2),
E-cadhérine, des protéines G hétérotrimériques), des enzymes (tyrosines kinases de la
famille src, ser/thr kinases dont des Protéines Kinases C (PKC), GTPases, l'adénylate
cyclase, la eNOS, des phospholipases), des protéines structurales (SNARE, VAMP-2,
dynamine) (Razani et al. 2002). D’autres travaux ont démontrés l'interaction de CAV-1 avec
la voie de signalisation moléculaire du TGF-B (Del Galdo et al., 2008a ; Del Galdo et al.,
2008b ; Lee et al., 2007). Il a été démontré que CAV-1 inhibe la phosphorylation de SMAD2,
un facteur de transcription impliqué dans la transcription du géne du TGFB (Lee E et al.,
2007). De plus, CAV-1 module la réponse au TGFB par une régulation de ses récepteurs

(TBRs) en participant & leur internalisation (Del Galdo et al., 2008a)
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Par ses multiples interactions protéiques, CAV-1 est donc au centre de différents processus
de signalisation cellulaire et peut étre considérée comme une plateforme d’intégration de

différents signaux de croissance ou de différenciation cellulaire.

3-3-2-2/ Implication de CAV-1 dans différentes pathologies fibrosantes.

Plusieurs travaux soulignent l'implication de CAV-1 dans les processus inflammatoires et

fibrosants. Ces phénomenes sont observés de maniere ubiquitaire dans différents tissus.

Dans un modéle murin de maladie intestinale inflammatoire, la perte de I'expression de CAV-
1 par les cellules endothéliales réduit les phénoménes d'angiogénese associés a la

pathologie inflammatoire. (Chidlow et al., 2009).

Dans un modele murin de pathologie pulmonaire avec réponse inflammatoire, I'expression
de CAV-1 par les polynucléaires neutrophiles joue un réle clef dans leurs capacités
d’activation, d’adhésion puis finalement de migration trans-endothéliale (Hu et al., 2008). Au
stade plus tardif de constitution des lésions de fibrose, il a pu étre observé une diminution de
'expression de CAV-1 dans le parenchyme pulmonaire de patients atteints de fibrose
pulmonaire idiopathique (Wang et al, 2006). Dans un modele murin de fibrose pulmonaire
induite par injection intra trachéale de bléomycine, l'instillation d’'un adénovirus codant pour
le géne CAV1 induit une diminution des lésions fibreuses (Tourkina et al., 2008). Enfin, la
diminution de I'expression de CAV-1 par des fibroblastes maintenus en culture et exposés a
du TGFR induit une augmentation de synthése de matrice extracellulaire (par blocage de la
voie c-Jun N-terminal kinase (JNK) (Wang et al., 2006b). L'implication de CAV-1 dans des
processus anti-fibrotiques au niveau pulmonaire a également été rapportée dans des
systemes de cultures primaires de fibroblastes pulmonaires humains, ainsi que dans des
tissus fibrosés murins et humains (Tourkina et al., 2005, Tourkina et al., 2008). Ces travaux
montrent que CAV-1 participe a l'inhibition de I'expression du collagéne, de la tenacin-C et
de l'actine du muscle lisse (ASMA) via linhibition directe ou indirecte de facteurs de

transcription tels que MEK/ERK, JNK ou Akt (Figure 9) (Tourkina et al., 2005).
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Figure 9 : Mécanismes a I’origine des propriétés antifibrotiques de la cavéoline-1 (d’aprés Tourkina
et al., 2005)

Dans le parenchyme rénal, CAV-1 est exprimée par les cellules mésangiales, les cellules
tubulaires proximales et les cellules de la capsule de Bowman (Moriyama et al., 2011). Par
ailleurs, des travaux rapportent I'implication de CAV-1 en pathologie rénale. Dans un modéle
d’obstruction rénale unilatérale transitoire, les souris invalidées pour le géne CAV1
développent des lésions fibreuses interstitielles plus séveres que les souris sauvages ou que
des souris surexprimant CAV-1 (Park et al., 2010). En clinigue humaine, tres peu de
données sont disponibles : dans une série rapportant 19 enfants porteurs d’'un syndrome de
jonction pyélo-urétéral, il apparait que I'expression tissulaire de CAV1 est associée a la
sévérité des lésions fibreuses (Vallés et al., 2007). Indépendamment de son impact sur la
fibrose, CAV-1 semble impliquée dans les processus d'internalisation intra-cellulaire du BK-
Virus, et en ce sens patrticiperait a la physiopathogénie de la néphropathie a polyomavirus

apres transplantation rénale (Moriyama et al., 2008).

Ainsi, CAV-1 exerce des effets protecteurs vis-a-vis du développement des Iésions fibreuses.
Des lors, il apparait légitime de s’interroger sur les différents facteurs qui pourraient moduler

son expression tissulaire et qui, en fonction de sa capacité a exprimer CAV1, rendrait ainsi
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un tissu plus ou moins vulnérable au développement de lésions fibreuses aprés une

agression pathologique.

3-3-2-3/ Polymorphisme génétique de CAV1, fibrose et perte du greffon rénal.

Moore et al. (2010) ont testé 'effet de 12 SNP du gene CAV1 sur le devenir du greffon. Dans
ce travail, les auteurs soulignent le fait que la transplantation rénale puisse correspondre a
un modele clinique de fibrose rénale « accélérée », conséquence des multiples agressions.
Cette étude, réalisée sur les ADN génomiques des donneurs de 785 transplantés rénaux
(« Birmingham cohort »), montre que les patients dont le greffon est de génotype AA pour le
SNP rs4730751 (C>A, variant intronique situé entre I'exon 2 et 3) présentent un risque accru
de perte du greffon (& 12 ans post-greffe : 38,6% pour les génotypes AA vs 22,3% pour les
génotypes AC vs 22,2% pour les génotypes CC). Ces résultats ont été validés par les
auteurs sur une cohorte indépendante de réplication (« Belfast cohort ») incluant 679
patients transplantés rénaux (Figure 10). En analyse multivariée le génotype CAV1 du
donneur est le déterminant statistiquement le plus important de perte du greffon rénal
(Hazard ratio : 1,97, IC: 1,23-3,16, p=0.002). Les autres variants testés du gene CAV1 ne

semblent pas étre associés de maniére significative a I'évolution de la greffe rénale.

Dans ce travail, peu de renseignements cliniques sont donnés sur 'immunosuppression. ||
apparait probable que le traitement immunosuppresseur ne soit pas homogene entre les
différents patients (28% des patients provenant de la cohorte de Belfast ne sont exposés a
aucun traitement par ACN). On ne peut donc exclure que seul un sous groupe de patients
exposés a une immunosuppression particuliere soit plus ou moins enclin & développer des
Iésions fibreuses. Par ailleurs, aucune étude de corrélation entre I'analyse histologique

systématique du greffon rénal et le génotype CAV1 n’est proposée.
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Figure 10 : Association entre le SNP rs4730751 affectant le géne CAV1 des donneurs et la survie actuarielle

des greffons rénaux (censurée pour le déces) dans deux cohortes de patients transplantés rénaux (Moore et

al., 2010).
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Avant propos

Objectif global du projet de recherche.
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De par ses fonctions et sa physiologie, le rein est un organe particulierement exposé a
lagression toxique par les xénobiotiques de toutes origines (médicaments, polluants
industriels, toxiques environnementaux). Ces phénomenes de néphrotoxicité peuvent altérer
la structure et la fonction du parenchyme rénal, et étre a l'origine d’une perte de fonction
rénale. A I'échelle cellulaire, des systémes enzymatiques et des transporteurs permettent
aux différents tissus de prendre en charge les xénobiotiques, et dans la plupart des cas d’en

diminuer la toxicité potentielle.

Les inhibiteurs de la calcineurine ou anti-calcineurines (ACN), dont font partie la
Ciclosporine (CsA) et le Tacrolimus (Tac) sont des traitements pivots en transplantation
rénale. En prévenant la survenue de rejets aigus, ces thérapeutiques ont permis une nette
amélioration du pronostic a court terme de la greffe rénale. Néanmoins, ces traitements sont
néphrotoxiques, et leur administration au long cours contribue a altérer la fonction du greffon
rénal. Cet effet « paradoxal » constitue une limite majeure a leur utilisation. Ces
phénomeénes de toxicité chronique sont histologiquement corrélés a des Iésions vasculaires
de hyalinose artériolaire, d’atrophie tubulaire, de fibrose interstitielle « en bandes » et d’'une
glomérulosclérose. S'il est globalement admis qu'a long terme, tous les patients
développeront des stigmates histologiques de toxicité des anti-calcineurines, il n’en demeure

pas moins que la sévérité et la précocité de ces lésions sont variables selon les individus.

Des lors, il importe d'améliorer la compréhension des phénomeénes de susceptibilité
individuelle a la toxicité au Tac. L’identification de tels facteurs de susceptibilité individuelle
ouvre des champs de connaissances en matiére de médecine personnalisée appliquée a la
transplantation. Au-dela de la transplantation rénale, la néphrotoxicité du Tac peut
s’apparenter & un modéle clinique d’agression néphrotoxique chronique conduisant au
développement de lésions fibreuses rénales. Une telle problématique dépasse le domaine

de la greffe rénale pour s'appliquer a celui des agressions rénales par des xénobiotiques.
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Le Tac, comme tous les composés exogénes de l'organisme, est pris en charge,
principalement au niveau hépatique mais aussi intestinal et rénal, par des transporteurs et
des systemes enzymatiques capables de réaliser un large spectre de réactions chimiques et
de désactiver un grand nombre de xénobiotiques. Parmi ces systemes, des enzymes de la
superfamille des cytochromes P450 (P450 ou CYP), membres de la sous-famille CYP3A, les
CYP3A4 et 3A5, sont majoritairement impliqués. L'efflux du Tac hors du cytoplasme est
quant a lui essentiellement assuré par des protéines de transports notamment par la

glycoprotéine-P (Pg-P), codée par le géne ABCBL1.

Les genes codants pour ces différentes protéines sont polymorphes. Ce phénomene
peut conduire a une variabilité interindividuelle de I'expression et/ou de la fonction des
protéines codées par ces genes. Des polymorphismes affectant le patrimoine génétique du
receveur peuvent ainsi modifier la biodisponibilité et la pharmacocinétique du Tac, et étre a
I'origine d’'une importante variabilité interindividuelle d’exposition au produit. Une premiere
hypothese, pour expliquer la sensibilité individuelle aux phénoménes de toxicité induits par le
Tac, repose sur cette notion de variabilité interindividuelle d’exposition associée aux
polymorphismes génétiques des CYP3A4, CYP3A5 et ABCB1 portés par les génes du
receveur. Une deuxieme hypothése (non exclusive de la premiere) concerne I'implication du
patrimoine génétique du donneur.En effet, les différentes protéines de biotransformation et
de transport des xénobiotiques contribuent a prendre en charge le Tac et ses métabolites au
niveau du parenchyme rénal. Dans le greffon rénal, ces systémes pourraient protéger le rein
de I'agression toxique du Tac. Il apparait donc nécessaire d’étudier les polymorphismes des
génes codants ces différentes protéines et d’analyser leur influence sur les phénomenes de
néphrotoxicité induits par le Tac. Afin de tester ces deux hypothéses, nous avons analysé le
devenir d’'une cohorte de patients transplantés rénaux traités par Tac (Prograf”), en fonction

des génotypes CYP3A5 et ABCB1 du donneur et du receveur.

Le Tac est actuellement disponible dans une version galénique permettant

I'administration d’une dose unique quotidienne (Advagraf®). Compte tenu des particularités
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pharmacocinétigues de cette présentation, il est nécessaire de réévaluer limpact du
polymorphisme génétique du CYP3A5 du receveur sur les paramétres d’exposition au Tac.
Ainsi, une étude prospective de conversion du Prograf® vers I'Advagraf® a été réalisée de

maniere a analyser les modifications d’exposition au Tac en fonction du génotype CYP3AS5.

Par ailleurs, I'expression des systemes de défense que sont les enzymes de
métabolisme et de transport des xénobiotiques (EMTX) par le parenchyme rénal reste trés
méconnue. Ces systemes ne se limitent pas en I'expression de CYP3A4, CYP3A5, Pg-P.
D'un point de vue plus fondamental une meilleure connaissance de I'expression des
systémes de défense, et de leur variation interindividuelle permettrait de mieux appréhender
les phénoménes de susceptibilité individuelle a la toxicité rénale des médicaments et des
xénobiotiques en général. Ainsi, nous avons analysé par une technique de PCR en temps
réel 'expression de 380 genes impliqués dans la prise en charge des xénobiotiques dans le
tissu rénal sain humain, puis avons évalué si I'expression de ces géenes était variable ou non
entre les individus. Par ailleurs, afin de disposer d’'un modéle in vitro permettant de tester la
toxicité rénale de différents médicaments et xénobiotiques dans des conditions les plus
proches de celles obtenues in vivo, I'expression des 380 EMTX dans des tissus rénaux sains

et dans différentes lignées et cultures primaires de cellules épithéliales a été comparée.

La vulnérabilité a I'agression néphrotoxique peut également dépendre de la variabilité
des mécanismes impligués dans le développement de Iésions fibreuses. Par exemple, la
Cavéoline-1 (CAV-1) est une protéine anti-fiborosante, codée par le géne CAV1. Un
polymorphisme génétique affectant CAV1 (rs4730751) porté par 'ADN du donneur a été
récemment associé a une moins bonne survie du greffon rénal. Nous avons évalué, parmi
une cohorte de transplantés rénaux traités de maniére homogéne par Tac, l'impact de ce
polymorphisme génétique de CAV1 du donneur sur la fonction du greffon rénal et sur

I'histologie du greffon.
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L'objectif global de ce travail est donc de préciser les déterminants de la toxicité du Tac,
notamment de déterminer l'influence respective de la variabilité interindividuelle d’expression
des systéme de défense et des polymorphismes génétiques (des donneurs et des
receveurs) affectant les génes codant pour des enzymes de prise en charge des
xénobiotiques (CYP3A5 et ABCB1), et de la variabilité d'un systeme impliqué de maniére

aspécifique dans la protection contre la fibrose (CAV1).
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Partie 2 : Travaux
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1/ Impact du polymorphisme génétique du CYP3A5 sur la
pharmacocinétique du Tac en monoprise (Advagraf ®) en

transplantation rénale.

Le Tac est maintenant disponible dans une formulation galénique qui autorise une
seule prise quotidienne (Advagraf®). Cette nouvelle présentation s’apparente a une forme a
libération prolongée. Les études ayant permis I'obtention d’'une autorisation de mise sur le
marché (www.has-sante.fr/portail/upload/docs/application/pdf/ct-4886_advagraf_.pdf) pour
ce produit ont montré que, par comparaison a 'administration de Prograf® (0,2 mg/kg/j), chez
des transplantés de novo, l'aire sous la courbe du Tac est plus basse de 20 a 30% a J1
aprés transplantation rénale chez les patients traités par Advagraf®. Les AUC et les CO de
Tac sont ensuite comparables entre les 2 formulations & partir de J3. Chez des patients
stables traités initialement par le Prograf®, convertis 1/1 vers Advagraf®, 'exposition au Tac
(AUC, CO0) est comparable entre les deux formulations. Dans 90% des cas, aprés cette
conversion, I'exposition moyenne (mesurée par I'AUC 0-24h) au Tac varie entre -20% a

+25%.

Bien que, dans ces études pivotales, les AUC de Tac apparaissent globalement
équivalentes entre les deux formulations, la cinétique d’absorption est plus lente et plus
prolongée sous Advagraf®. Compte tenu de l'implication du CYP3A5 dans la prise en charge
celullaire du Tac, on peut faire I'hypothése d’'une modication de la pharmacocinétique chez

les patients CYP3A5 fonctionnels.

Par ailleurs, des études observationnelles réalisées aprés mise a disposition de I'‘Advagraf®
ont montré que la conversion a équivalence de dose du Prograf® vers 'Advagraf® conduisait
a une diminution significative des CO (-12+24%, p<0,0001) nécessitant une augmentation

des posologies d’Advagraf® chez 52,5% des patients (de Jonge et al., 2010).
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Lors de la réalisation de ce travail, il n’existait pas de données concernant I'impact éventuel
du polymorphisme de CYP3A5 sur la pharmacocinétique du Tac dans sa version monoprise
(Advagraf®). Dans cette étude prospective, nous avons analysé les variations d’AUC (calcul
de I'’AUC par technique trapézoidale, a partir de 17 mesures de concentration de Tac sur 24
heures) de Tac lors du passage du Prograf® & I'Advagraf®, dans 2 groupes de patients
transplantés rénaux stables : les receveurs porteurs d’'un allele CYP3A5*1 vs les receveurs

CYP3A5*3/*3.

Nous avons ainsi pu montrer qu’aprés cette conversion, les patients porteurs d’au moins un
allele CYP3A5*1 sont significativement moins exposés au Tac. Pour les patients
CYP3A5*3/*3 nous observons également une diminution de I'exposition au Tac, qui n’atteint
toutefois pas la significativité statistique. Ces données confirment que la présence de l'allele
CYP3A5*1 influence plus fortement le métabolisme et I'exposition au Tac lorsqu’il est
administré dans sa forme a libération prolongée (par rapport & une administration en 2 prises

guotidiennes).

Sous Advagraf®, il existe une modification de la cinétique d’exposition de la muqueuse
digestive au Tac. Des lors les polymorphismes génétiques affectant ABCB1 pourraient avoir
un effet biologique significatif et influencer la biodisponibilité de I'Advagraf®. Dans la
population que nous avons sélectionnée (receveur CYP3A5*1/- vs CYP3A5*3/*3) nous
avons observé un déséquilibre de liaison entre CYP3A5 et ABCB1 qui nous a empéché
d’analyser I'impact du polymorphisme génétique d’ABCBL1 sur les modifications d’exposition
au Tac apres conversion. |l serait intéressant d’analyser des variations de CO (nous avons
déja veérifié que le CO sous Advagraf® était corrélé a I'AUC 0-24h), aprés conversion
Prograf®/Advagraf®, en fonction du statut ABCB1 du receveur dans une population non

sélectionnée.
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2/ Impact des polymorphismes génétiques CYP3A5 (6986 A>G) et
ABCB1 (3435 C>T) du donneur et du receveur sur I'expositi  on au

Tac, sa néphrotoxicité et le pronostic fonctionnel du greffon rénal.

Dans ce travail, nous avons émis I'hypothése que les SNP CYP3A5 6986A>G et
ABCB1 3435C>T du donneur et du receveur pouvaient influencer les phénoménes de
néphrotoxicité et ainsi participer au pronostic fonctionnel du greffon rénal. Dans cette
optigue, l'étude de ces polymorphismes aiderait a individualiser au mieux

limmunosuppression.

En effet, le polymorphisme CYP3A5 6986A>G du receveur modifie I'exposition au Tac et le
rapport entre la dose de Tac administrée et la concentration plasmatique. La question est
d’évaluer si les posologies plus élevées de Tac qui sont administrées chez les receveurs
portant au moins un allele CYP3A5*1 sont associées a des phénoménes de toxicité plus

marqués, et a un pronostic plus défavorable de la greffe rénale.

Par ailleurs, le métabolisme intra-rénal du Tac est sous la dépendance des protéines
CYP3A5 et ABCB1 exprimées par les cellules du donneur. Les capacités métaboliques
rénales des patients sont dépendantes du patrimoine génétique du donneur. Le deuxiéme
objectif de ce travail est donc d’analyser I'impact respectif des polymorphismes de CYP3A5

et ABCB1 du donneur et du receveur dans le pronostic fonctionnel du greffon rénal.

Pour cela, nous avons suivi une cohorte de 209 patients transplantés traités par Tac
(Prograf®) pendant 21,8+9 moais, et observé les résultats du suivi clinique, biologique et
histologique en fonction des génotypes CYP3A5 6986A>G et ABCB1 3435C>T des

donneurs et des receveurs.

Les dosages résiduels de Tac (CO0), ainsi que le rapport CO/dose dépendent du statut
CYP3A5 du receveur : les patients porteurs d’au moins un alléle CYP3A5*1 nécessitent des

posologies de Tac plus élevées et présentent malgré tout des CO plus basses. Cependant
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certains patients CYP3AS5 « déficitaires » nécessitent également des posologies élevées de
Tac alors que leurs CO restent a des valeurs basses. Cette observation suggére qu'’il existe
d’autres systemes enzymatiques polymorphes qui métabolisent le Tac, ou des éléments

environnementaux qui modifient I'activité des systemes prenant en charge le Tac.

Bien que le génotype CYP3AS5 du receveur influence de matiére notable I'exposition au Tac,
aucun impact de ce génotype dans la survenue d’événements cliniques apres greffe n'a été
mis en évidence. En effet, les incidences du rejet aigu, du retard de fonctionnement du
greffon, et la fonction rénale a 2 ans ne sont affectées par aucun des polymorphismes
évalués, aussi bien chez le donneur que le receveur. De méme, sur I'ensemble des biopsies
réalisées, la fréquence des lésions de néphrotoxicité du Tac apparait non influencée par les
différents génotypes évalués. Cependant, la néphrotoxicité nous a obligé a une interruption
du Tac significativement plus fréquente chez les receveurs CYP3A5 fonctionnels. Enfin,
nous avons pu observer que méme chez les receveurs porteurs d'un CYP3A5 fonctionnel, il
était possible d'opérer secondairement (des le troisieme mois de greffe) des diminutions de
posologies de Tac équivalentes a celles réalisées chez les receveurs CYP3A5 déficitaires. Il
est probable que cette pratique d'épargne en Tac ait limité le développement d'une
néphrotoxicité du Tac. Malgré ces réductions de doses, nous n'avons constaté aucune

surincidence des rejets aigus chez les receveurs CYP3A5 fonctionnels.

La question devient dés lors celle des CO cibles spécifiques a obtenir a moyen-long terme
chez les receveurs CYP3A5 fonctionnels. Actuellement aucune étude interventionnelle

randomisée ne répond a cette question.

Une des limites de ce travail réside dans le choix de limiter I'analyse du polymorphisme
génétique d’ABCB1 a un seul SNP. Cependant, les autres polymorphismes de ABCB1
décrits dans la littérature comme pouvant influencer la biodisponibilité du Tac sont, le plus
souvent, en déséquilibre de liaison avec le SNP que nous avons étudié. Par ailleurs, lorsque

nous avons débuté ce travail, les données sur I'impact des polymorphismes génétiques du
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CYP3A4 étaient assez peu probantes. Depuis la mise en évidence récente de l'effet de
lallele CYP3A4*22 sur la biodisponibilité du Tac, il apparait intéressant d’évaluer I'impact de
ce polymorphisme (dans le patrimoine du receveur et du donneur) sur lincidence des

phénomeénes de néphrotoxicité.

Néanmoins, pris dans leur ensemble ces données suggérent que bien qu’influencant
fortement I'exposition au Tac, le polymorphisme CYP3A5 du receveur n’est pas associé a la
survenue d’'une néphrotoxicité particuliere, sous réserve d’'une politique d’épargne en ACN et
d’un suivi thérapeutiqgue pharmacologique régulier. Cette absence de sur-incidence évidente
de néphrotoxicité, chez des patients CYP3A5*1/- conduit a s'interroger sur d’'autres facteurs
contribuant & la protection du greffon contre le développement d’'une néphrotoxicité. D’autres
facteurs de sensibilité au Tac pourraient étre évoqués, tel que par exemple la sensibilité
individuelle au phénomene de fibrose, ou la prise en charge du Tac par d’autres systemes

enzymatiques polymorphes exprimés par le tissu rénal.
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3/ Variabilité interindividuelle des capacités réna les a prendre en
charge les xénobiotiques : impact potentiel sur les phénomenes de

néphrotoxicité.

Introduction-Position du probléme

Dans la premiére partie de notre travail (Article 1 et 2), nous n'avons pu observer de
lien direct entre des signes de néphrotoxicité du Tac et des polymorphismes génétiques qui
influencent pourtant de maniere majeure sa prise en charge cellulaire. Dés lors, on peut
émettre différentes hypotheses, mutuellement non exclusives, qui pourraient expliquer la

susceptibilité individuelle a la toxicité du Tac :

- il existe d’autres polymorphismes génétiques que ceux explorés, ou des mécanismes
épigénétiques, qui modifient I'expression tissulaire des systemes enzymatiques déja connus

pour prendre en charge et métaboliser le Tac (dont les CYP3A5 et ABCBL1).

- d'autres systemes protéiques (en plus des CYP3A5 et ABCBL1) interviennent dans la prise
en charge cellulaire et dans le métabolisme du Tac. Les variations d'expression tissulaires
rénales de ces systémes pourraient étre associées a une vulnérabilité plus ou moins

importante a la néphrotoxicité induite par le Tac.

- la toxicité du Tac est dépendante d’autres facteurs de vulnérabilité que ceux directement

liés a son transport et/ou son métabolisme.

Dans un premier temps, la variabilité interindividuelle d’expression rénale des systémes de
défense vis-a-vis du Tac (et des xénobiotiques en général) a été évaluée. Cette question
dépasse donc largement celle de la néphrotoxicité induite le Tac, et engage de maniere plus
globale le cadre de la toxicité rénale induite par les xénobiotiques (médicament, polluants

environnementaux....).
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Des travaux antérieurs menés au sein de 'EA4483 (Leclerc et al., 2011) ont permis de
recenser (& partir d'une analyse minutieuse de la littérature et des banques de données
disponibles) 380 génes codants pour des protéines impliquées de maniére trés ubiquitaire
dans la prise en charge des xénobiotiques. Ces 380 genes codent pour 220 enzymes du
métabolisme des xénobiotiques (146 enzymes de phase |, 74 enzymes de phase Il), 114
protéines du transport des xénobiotiques (principalement des membres des familles ABC et
SLC), et 46 facteurs ou co-facteurs nucléaires impliqués dans la régulation de I'expression

des génes précédents). (Tableau 2).

Les objectifs de cette analyse étaient donc de :

A/ caractériser les capacités métaboliques du tissu rénal humain normal, en mesurant le
niveau d’expression global de 380 genes impliqués dans le transport et le métabolisme des
xénobiotiques. Pour réaliser cette étude, nous avons utilisé une technologie basée sur le
principe de la PCR en temps réel (sur support Tagman Low Density Array ou TLDA)
permettant I'analyse simultanée des 380 genes candidats sélectionnés. Cette stratégie a été
appliquée a des échantillons de tissu rénal sain prélevés sur des pieces de néphrectomie

pour carcinome rénal.

B/ valider un modéle cellulaire in vitro permettant d’appréhender I'impact de I'exposition au
Tac et aux xénobiotoiques. Afin de déterminer le systéme cellulaire le plus adéquat, nous
avons compare le profil d’expression des 380 genes d’intérét du tissu rénal humain sain avec
celui de lignées cellulaires rénales ainsi que de cultures primaires de cellules épithéliales

rénales.
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Tableau 2 : Liste des génes présents sur les plaques TLDA a fagon (384 puits)

Enzymes de Phase |

Gene Assay | D Gene Assay | D Gene Assay |ID Gene Assay | D Gene Assay |ID
Alcohol DHases ALDH18A1 "Hs00913261 m1 | CYP4F8 Hs01027814 mi | FMO4 Hs00157614 mi | ESD ~  Hs00382667_ml
ADH1A Hs00605167_g1 Aldehyde oxidase 1 CYP4F11 Hs01680107_m1 FMO5 Hs00356233_m1 Paraoxonases
ADH1B Hs00605175_m1 AOX1 Hs00154079_m1 CYP4F12 Hs00430602_g1 Amine oxidases PON1* Hs00166557_m1
ADHI1C Hs00817827_m1 Xanthine DHase CYP4F22 Hs00403446_m1 ABP1 Hs00175631_m1 PON2 Hs00165563_m1
ADH4 Hs00923466_m1 XDH Hs00166010_m1 CYP4V2 Hs01389878_m1 AOC2 Hs00241783_m1 PON3 Hs00412993 m1
ADH5 Hs00605185_m1 Cytochromes P450 CYP4X1 Hs00380077_m1 AOC3 Hs00186647_m1
ADH6 Hs00167423_m1 CYP1A1 Hs00153120_m1 CYP4z1 Hs00419990_m1 AOF1 Hs00400708_m1 REDUCTASES
ADH7 Hs00609447_m1 CYP1A2 Hs00167927_m1 CYP5A1 Hs00233423_m1 AOF2 Hs00323448_m1 Aldo-keto reductases
ADHFE1 Hs00329084_m1 CYP1B1 Hs00164383_m1 CYP7A1 Hs00167982_m1 M onoamine oxidases AKR1A1 Hs00195992_m1
Alcohol DHases/reductases CYP2A6 Hs00868409_s1 CYP7B1 Hs00191385_m1 MAOA Hs00165140_m1 AKR1B1 Hs00739326_m1
DHRS2 Hs00195090_m1 CYP2A7 Hs00751187_gH CYPBAl1 Hs00919949_m1 MAOB Hs00168533_m1 AKR1B10 Hs00252524_m1
DHR$4 Hs00949075_m1 CYP2A13 Hs00426372_m1 CYP8B1 Hs00244754_s1 Polyamine oxidase AKR1C1/2 Hs00413886_m1
DHRS9 Hs00608375_m1 CYP2B6 Hs03044634_m1 CYP11A1 Hs00167984_m1 PAOX Hs00382210_m1 AKR1C3 Hs00366267_m1
Hydroxysteroid DHase CYP2C8 Hs00258314_m1 CYP11B1 Hs01596404_m1 Sulfite oxidase AKR1C4 Hs00559542_m1
HSD17B10  Hs00189576_ml CYP2C9 Hs00426397_m1 CYP11B2 Hs01597732_m1 SUOX Hs00166578_m1 AKRICL1  Hs01397413 ml
Aldehyde DHases CYP2C18 Hs01595322_mH CYP17A1 Hs00164375_m1 Dihydropyrimidine DHase AKR1CL2  Hs00230170_ml
ALDH1A1  Hs00167445_ml CYP2C19 Hs00426380_m1 CYP19A1 Hs00903413_m1 DPYD Hs00559279_m1 AKR1D1 Hs00818881_m1
ALDH1A2  Hs00180254_m1l CYP2D6 Hs00164385_m1 CYP20A1 Hs00221087_m1 AKR6A3* Hs00963155_m1
ALDH1A3 Hs00167476_m1 CYP2E1 Hs00559370_m1 CYP21A2 Hs00416901_g1 HYDROLASES AKR6A5 Hs00186308_m1
ALDH1B1 Hs00377718_m1 CYP2F1 Hs00167949_m1 CYP24A1 Hs00167999_m1 Arylacetamide deacetylase AKR6A9 Hs00190986_m1
ALDHI1L1 Hs00201836_m1 CYP232 Hs00951113_m1 CYP26A1 Hs00175627_m1 AADAC Hs00153677_m1 AKR7A2 Hs00761005_s1
ALDH2 Hs00355914_m1 CYP2R1 Hs01379776_m1 CYP26B1 Hs00219866_m1 Butyrylcholinesterase AKR7A3 Hs00792041_gH
ALDH3A1* HsD0964880 m1 CYP2S1 Hs00258076_m1 CYP26C1 Hs01595346_m1 BCHE Hs00163746_m1 AKR7L* Hs01651386_gH
ALDH3A2 Hs00166066_m1 CYP2U1 Hs00766273_m1 CYP27A1 Hs01026016_m1 Carboxylesterases Carbonyl reductases
ALDH3B1  Hs00167488_ml CYP2W1 Hs00214994 m1 CYP27B1 Hs00168017_m1 CES1 Hs00275607_m1 CBR1 Hs00156323_m1
ALDH3B2  Hs00167496_m1l CYP3A4 Hs00430021_m1 CYP27C1 Hs01382794_m1 CES2* Hs00187279_m1 CBR3 Hs00154295_m1
ALDH4A1  Hs00186689_ml CYP3A5 Hs00241417_m1 CYP39A1 Hs00213201_m1 CES3 Hs00227775_m1 CBR4 Hs00379036_m1
ALDH5A1*  Hs00153566_m1l CYP3A7 Hs00426361_m1 CYP46A1 Hs00198510_m1 CEs4 Hs00750233_s1 Quinone DHases
ALDH6A1  Hs00194421_ml CYP3A43 Hs00256159_m1 CYP51A1 Hs00426415_m1 CES7 Hs00326937_m1 NQO1 Hs00168547_m1
ALDH7A1  Hs00609622_m1 CYP4A11/22 Hs00167961_m1 Flavin_monooxygenases Epoxide hydrolases NQO2 Hs00168552_m1
ALDHB8A1 Hs00224021_m1 CYP4B1 Hs00167970_m1 FMO1 Hs00266654_m1 EPHX1 Hs01116807_m1 Sepiapterin reductase
ALDH9A1 Hs00355924_m1 CYP4F2 Hs00426608_m1 FMO2 Hs00155158_m1 EPHX2 Hs00157403_m1 SPR Hs00268403_m1

Enzymes de Phase Il

Gene Assay | D Gene Assay | D Gene Assay |ID Gene Assay | D Gene Assay |ID
NATL ~ THs00877717_m1 | UGT2BI0  Hs02556282 s1 | GSTM4 Hs00426432 mi | GNMT =~ Hs00219089_ m1 | SULTICA  HsD0198159_ml
NAT2 Hs00605099_m1 UGT2B11 Hs01894900_gH GSTM5 Hs00757076_m1 Histamine N-MT SULT1E1 Hs00960941_m1
NATS Hs00211492_m1 UGT2B15 Hs00870076_s1 GSTO1 Hs00818731_m1 HNMT Hs00199373_m1 SULT2A1 Hs00234219_m1
Arylalkylamine N-acetyl-Tfase UGT2B17 Hs00854486_sH GSTO2 Hs00826661_m1 Indolethylamine N-MT SULT2B1 Hs00190268_m1
AANAT Hs00153690_m1 UGT2B28 Hs00852540_s1 GSTP1 Hs00168310_m1 INMT Hs00198941_m1 SULT4A1 Hs00205005_m1

UGT3A1 Hs00329313_m1 GSTT1 Hs00184475_m1 Nicotinamide N-M T SULT6B1 Hs01376028_m1
UDP- GLYCOSYL-Tfases UGT3A2 Hs00697723_m1 GSTT2/2B Hs00168315_m1l NNMT Hs00196287_m1
UGT1Al Hs02511055_s1 UGT8 Hs00409961_m1 GSTZ1 Hs01041668_m1 Phenylethanolamine N-M T OTHER Tfases
UGT1A4 Hs01655285_s1 MGST1 Hs00220393_m1 PNMT* Hs00160228_m1 Glycine N-choloyl-Tfase
UGT1A5 Hs01374521_s1 GLUTATHIONE S-Tfases MGST2 Hs00182064_m1 Thiopurine SMT BAAT Hs00156051_m1
UGT1A6 Hs01592477_m1 GSTA1 Hs00275575_m1 MGST3 Hs01058946_m1 TPMT Hs00740082_mH Gamma-glutamyl-Tfase 1
UGT1A7 Hs02517015_s1 GSTA2 Hs00747232_mH GGT1 Hs00980756_m1
UGT1A8 Hs01592482_m1 GSTA3* Hs00374175_m1 METHYL-Tfases(MT) SULFO-Tfases Glycine-N-acyl-Tfase
UGT1A9 Hs02516855_sH GSTA4 Hs00155308_m1 ArsenicMT SULT1A1 Hs00738644_m1 GLYAT Hs00973654_m1
UGT1A10 Hs02516990_s1 GSTA5 Hs00604085_m1 ASIMT Hs00221125_m1 SULT1A2 Hs02340929 g1 Mercaptopyruvate sulfur-Tfase
UGT2A1 Hs00792016_m1 GSTK1 Hs00210861_m1 Catechol-O-MT SULT1A3/4 Hs00413970_ml MPST Hs00560401_m1
UGT2A3 Hs00226904_m1 GSTM1* Hs02341469_m1 COMT* Hs00241349_m1 SULT1B1 Hs00234899_m1 Thiosulfate sulfur-Tfase
UGT2B4 Hs00607514_mH GSTM2 Hs00265266_g1 SULT1C2 Hs00169044_m1 TST Hs00361812_m1
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Transporteurs

Gene Assay ID Gene Assay ID Gene Assay ID Gene Assay ID Gene Assay ID
ABC TRANSPORTERS ABCC6 Hs00184566_m1 | SLC7A6  HsD0938056_ml | SLC22A12 Hs00375985_ml | SLCO4A1 Hs00249583 ml
ABCA1 Hs01059122_m1 | ABCC8 Hs01093761_ml1 | SLC7A7  HsD0909952 ml | SLC22A16 Hs00263925_ml | SLCO4C1 HsD0698884_ml
ABCA2 Hs00242232_m1 | ABCC9 Hs00245832_m1 | SLC7A8  Hs00794796_ml | SLC25A13 Hs00185185 ml | SLCO5A1 Hs00229597_ml
ABCA3 Hs00975530_m1 | ABCC10  Hs00375716_ml | SLC7A11  Hs00204928 ml | SLC28A1 Hs00984403 ml | SLCO6A1 Hs00542846 ml
ABCA4 Hs00184367_m1 | ABCC11  Hs01090768 ml | SLC10A1 Hs00161820_ml | SLC28A2 Hs00188407_ml
ABCA7 Hs01105117_ml1 | ABCC12  Hs00264354 ml | SLC10A2 Hs00166561 ml | SLC28A3 Hs00223220_ml | OTHER TRANSPORTERS
ABCA8 Hs00992371_m1 | ABCD4 Hs00245340_m1 | SLC15A1 Hs00192639 ml | SLC29A1 Hs01085706_ml | Aquaporins
ABCB1 Hs00184491_m1 | ABCG2 Hs01053787_m1 | SLC15A2 Hs00221539 ml | SLC29A2 Hs00155426_ml | AQP1 Hs00166067_m1
ABCB2 Hs00388682_m1 | ABCG8 Hs02880035_m1 | SLC16A1 Hs00161826_ml | SLC29A3 Hs00983219_ml | AQP7 Hs00357359_m1
ABCB3 Hs00241060_m1 SLC18A2 Hs00161858 ml | SLC29A4  HsD0542001_m1 | AQP9 Hs00175573_m1
ABCB4 Hs00240956_m1 | SOLUTE CARRIERS SLC19A1 Hs00953345 ml | SLC31A1 HsD0977268 gl | ATPase, H+ transporting, VOc
ABCB5 Hs00698751_ml | SLC1IA1  Hs00188172_ml | SLC19A2 Hs00949693 ml | SLC38A1 Hs01562168 ml | ATP6VOC HsD0798308_sH
ABCB6 Hs00180568_m1 | SLC1A2  Hs00188189_ml | SLC19A3 Hs00375596_ml | SLC38A2 Hs01089954 ml | ATPases, Cu++ transporting
ABCB7 Hs00188776_m1 | SLC1A3  Hs00188193 ml | SLC22A1 Hs00427554_ml | SLC38A5 Hs01012028 ml | ATP7A Hs00163707_m1
ABCB8 Hs00185159_m1 | SLC1A6  Hs00192604 ml | SLC22A2 Hs00533907_ml | SLC47A1 Hs00217320_ml | ATP7B Hs00163739_m1
ABCB9 Hs00608640_m1 | SLC1IA7  Hs00198515 ml | SLC22A3  Hs00222691_ml | SLC47A2  Hs00945650_ml | Potassium channel, K9
ABCB10  Hs01085315 ml | SLC2A1  Hs00197884 ml | SLC22A4 HsD0268200_ m1 | SLCO1A2 Hs00366488 ml | KCNK9 Hs00363153_m1
ABCB11  Hs00184824 ml | SLC3A1  Hs00165789_ml | SLC22A5 HsD0929869 ml | SLCO1B1 Hs00272374 ml | Major vault protein
ABCC1 Hs00219905_m1 | SLC3A2  Hs00374243 ml | SLC22A6 Hs00537914_ml | SLCO1B3 Hs00251986_ml | MVP Hs00245438_m1
ABCC2 Hs00166123 ml1 | SLC5A4  Hs00429527_ml | SLC22A7 Hs00198527_ml | SLCO1C1 Hs00213714 ml | Voltage-dependent anion
ABCC3 Hs00358656_m1 | SLC6A3  Hs00997364 ml | SLC22A8 Hs01056647_ml | SLCO2A1 Hs00194554 ml | channels
ABCC4 Hs00195260_m1 | SLC6A4  Hs00169010 ml | SLC22A9 Hs00375768_ml | SLCO2B1 Hs00200670_ml | VDAC2 Hs00748551_s1
ABCC5*  Hs00981089 ml | SLC7A5  Hs00185826_ml | SLC22A11 Hs00218486_ml | SLCO3A1 Hs00203184 _ml | VDAC3 Hs00366592_m1

Récepteurs nucléaires et facteurs de transcription

Gene Assay 1D Gene Assay 1D Gene Assay 1D Gene Assay 1D Gene Assay 1D

Aryl hydrocarbon receptor ESR2 Hs00230957_m1 | NCOA2 Hs00896106_m1 | NR3C1(GR) Retinoic acid receptors

Hs00353740_m1

AHR Hs00169233_m1 | Forkhead boxes NCOA3 Hs00180722_m1 | NR3C2(MR) RARA Hs00940446_m1

AHR repressor FOXA2 Hs00232764_m1 | Nuclear receptor co-repressors | NRSA2(FTF) RARB Hs00233407_m1

AHRR Hs00324967_m1 | FOXO1 Hs01054576_m1 | NCOR1 Hs00196920_m1 | Peroxisome proliferator- RARG Hs01559234 m1

AHR interacting protein Hypoxia-inducible factors NCOR2 Hs00196955 ml | activated receptors Retinoid X receptors

AIP Hs00610222_m1 | HIF1A Hs00153153_m1 | Nuclear factor erythroid- PPARA Hs00231882_m1 | RXRA Hs01067640_m1

AHR nuclear trandocators HIF3A Hs00541709_m1 | 2-like2 PPARD Hs00602622_m1 | RXRB Hs00232774_m1

ARNT Hs01121918 m1 | Hepatocyte nuclear factor 4a NFE2L2 Hs00232352_ml | PPARG Hs01115513 ml1 | RXRG Hs00199455 m1

ARNT2 Hs00208298 m1 | HNF4A Hs00604435_m1 | Nuclear receptors PPARG coactivators Thyroid hormone receptors

CREB binding protein Heat shock protein 90a, Al NROB2(SHP) PPARGC1A Hs00173304_ml| THRA Hs00268470_m1

CREBBP  Hs00231733_ml | HSP9OAA HsD0743767_sH | NR1H2(LXRb)Hs00173195 | PPARGC1B Hs00370186_ml| THRB Hs00230861_m1

E1A binding protein p300 Kelch-like ech-associated NR1H3(LXRa)Hs00172885_m| PPARG coactivator-related 1 | THR interactor 11

EP300 Hs00230938_m1 | KEAPL Hs00202227_m1 | NR1IH4(FXR) PPRC1 Hs00209379_m1 | TRIP11 Hs00188542_m1

Estrogen receptors Nuclear receptor coactivators | NR1I2(PXR) Prostaglandin E synthase 3 Vitamin D receptor

ESR1 Hs01046818 m1 | NCOA1 Hs00186661_m1 | NR1I3(CAR) PTGES3  Hs00832847_gH | VDR Hs01045840_m1
Autres génes

Gene Assay 1D Gene Assay 1D Gene Assay 1D Gene Assay ID Gene Assay 1D
METALLOTHIONEINES | MT3 Hs00359394 gl | Cellular retinoic acid binding | GZMB Hs00188051_m1 | RBPF2 Hs00188160_m1
MT1A Hs00831826 sl | MT4 Hs00262914_m1 | proteins M ethylenetetrahydrofolate Syntaxin 2
MT1B Hs00538861_m1 CRABP1  Hs00171635_ml | reductase STX2 Hs00181827_m1
MT1F Hs00744661_sH | Divers CRABP2  Hs00275636_ml1 | MTHFR Hs00293639_s1 | tumor protein p53
MT1H Hs00823168 g1 | Bleomycin hydrolase Cytochrome b5 type A P450 oxidoreductase TP53 Hs00153349_m1
MT1M Hs00828387_g1 | BLMH Hs00166071_m1 | CYB5A Hs00157217_m1 | POR Hs00287016_m1 | Thioredoxins
MT1X Hs00745167_sH Granzymes Retinol binding proteins TXN Hs00828652_m1
MT2A Hs02379661_g1 GZMA* Hs00196206_m1 | RBP1 Hs00161252_m1 | TXN2 Hs00429399_g1
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Matériel et méthodes

Echantillons analysés

Les échantillons de tissus rénaux sains proviennent de piéces de néphrectomies
réalisées pour cancer du rein (service d’Urologie du CHRU de Lille, Pr A. Villers, Dr Zini).
Les prélévements tissulaires (échantillons macroscopiquement sains de tissu rénal) sont
effectués dans la zone corticale du rein par les médecins du service d‘anatomopathologie.
La qualité histologique des échantillons est vérifiée par étude en microscopie optique
(notamment I'absence de tissu tumoral envahissant le tissu dit « sain »). Les échantillons de
tissus sont transmis par la tumorothéque CHRU/COL, sous forme cryoconservée. Dans ce
travail, nous avons exclu de travailler sur des échantillons de tissu rénal provenant du
prélevement rénal réalisé pour la transplantation rénale : en effet ce tissu subit un processus

d’ischémie qui pourrait altérer 'expression des EMTX.

Différentes lignées et cultures primaires ont été étudiées : HK2 (lignée de cellules
tubulaires rénales humaines, collection ATCC (American Type Culture Collection; LGC
Standards, Molsheim, France) : ref CRL-2190); HEK 293 (lignée cellulaire de rein
embryonnaire humain, ATCC : ref CRL-1573), culture primaire commerciale HRCEpiC
(Human Renal Cortical Epithelial Cells), HRPTEpiC (Human Renal Proximal Tubular
Epithelial Cells), HREpiC (Human Renal Epithelial Cells) (ScienCell Research Labortories,
Carlsbad, CA, USA). Enfin, des cultures primaires de cellules tubulaires proximales rénales
ont été réalisées au laboratoire a partir de parenchyme rénal sain provenant de piéces de
néphrectomie. Apres une fragmentation mécanique du tissu et une dissociation cellulaire par
de la collagénase IV et de la dispase, les cellules sont sélectionnées par un tri positif en
cytométrie de flux (marquage par anticorps anti-CD10 et anti —CD13) (INSERM U837 unité

5, Dr. M Perrais ; Van Der Hauwaert. et al., soumis).

Analyse de I'expression des 380 genes
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Les échantillons tissulaires sont broyés et homogénéisés. L'’ARNt, 'ADNg et les
protéines ont ensuite été extraits sur une colonne de gel de silice & I'aide du kit NucleoSpin®
TriPrep (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Les ADNg et d’ARNt sont dosés par
spectrophotométrie a I'aide du Nanodrop® (Fischer, lllkirch, France). La qualité des ARNt est
contrélée par micro-électrophorése capillaire sur Experion® (Bio-Rad, Marnes-la-coquette,
France). La détermination de la qualité des ARN extraits s'effectue grace a un coefficient
RQI, basé sur I'aspect des pics des ARNr 18S et 28S ainsi que de la valeur des intensités
des pics 28S/18S. Le RQI est calculé par le logiciel Experion®. On considére que, si le

RQI>8, les ARNt sont de qualité satisfaisante pour une analyse en PCR en temps réel.

La synthése d’ADNc a été réalisée a l'aide du kit High capacity cDNA reverse transcription

(Applied Biosystems).

L'analyse de I'expression des genes d’intérét est réalisée par PCR en temps réel sur support
Tagman Low Density Array ou TLDA (Applied Biosystems), a l'aide de I'automate Real-time
RT-PCR Applied Biosystems 7900HT. Une microplaque TLDA de 384 puits, préte a I'emploi,
contient dans chaque puits, sous forme lyophilisée, une sonde Tagman et un couple
d’amorces de PCR spécifiques d’'un géne cible. Chaque plaque contient également des
amorces spécifiques de génes de référence nécessaires pour la normalisation des résultats.
Les concentrations en acides nucléiques cibles sont mesurées de fagon relative par rapport
a une référence endogene. Apres avoir testé la stabilité de 14 genes endogenes dans 8

échantillons de tissu rénal, le géne PPIA (PeptidylProlylisomerase A) a été choisi.

L'utilisation de la référence endogene permet de normaliser les différences liées a la quantité
et la qualité des ARN extraits ou a l'efficacité de la rétro-transcription. La quantification du
nombre de molécules de messagers contenues dans les tissus analysés est réalisée par la
méthode comparative des Ct (Cycle threshold ou cycle seuil), le cycle seuil correspondant au
nombre de cycles nécessaires pour obtenir un signal de fluorescence d’émission du reporter

statistiquement et significativement différent du bruit de fond. La ligne de base, qui reflete
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lintensité du bruit de fond de fluorescence, est établie par le logiciel Sequence Detector
Software SDS 2.3 (Applied Biosystems) au cours des 15 premiers cycles d’amplification. Le
seuil de significativité du signal de fluorescence est déterminé automatiquement par le
logiciel a partir des courbes d’amplification représentant le ARn en fonction du nombre de
cycles, ou ARn = Rn — (ligne de base) et Rn est l'intensité de fluorescence d’émission du
reporter normalisé. Le point d’intersection de la courbe cinétique PCR avec la ligne seuil
définit le cycle seuil Ct, qui est directement lié & la quantité de cible initialement présente
dans I'échantillon. La quantité de transcrits présents dans les tissus analysés est normalisée
par rapport au géene endogéne de référence (DCt = Ct gene — Ct géne endogéne de

référence).

Génotypage de l'alleéle GSTT1 « null »

La présence de l'allele GSTTL1 « null » a été détectée par PCR selon la méthode décrite par
Spurdle et al. (2001) avec quelques modifications. Le mélange réactionnel est composé de
200 ng d’ADN génomique, des amorces sens 5-GGTCATTCTGAAGGCCAAGG-3’ et anti-
sens 5-TTTGTGGACTGCTGAGGACG-3' a 0.4 pM, de dNTP a 200 uM chacun et de 0,62
Unité de Taq Polymerase (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) dans un volume final de 25
pL de tampon Tris-HCI 20 mM, KCI 50 mM, a pH 8,4. Le mélange réactionnel est placé dans
un thermocycler (Verity, Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) et, apres une étape de
dénaturation initiale de 3 min a 94<C, est soumis a 34 cycles de 94 pendant 1 min, 60C
pendant 45 s et 72C pendant 1 min. Une extension finale de 7 min & 72 termine la
réaction d’amplification. Les produits de réaction sont séparés par électrophorése sur gel

d’agarose a 0,8% contenant un agent intercalant de I'’ADN, le bromure d’éthidium.

Analyse statistique.

Les variables catégorielles sont décrites par leur nombre absolu et leurs proportions, les
variables continues sont décrites par leur moyenne + déviation standard ou leur médiane.

Les caractéristiques de base ont été comparées, selon le génotype avec test du Khi2 pour
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les variables catégorielles et des analyses de variance pour les variables continues. Le seulil
de significativité a été fixé a 5%. L'étude de la corrélation entre les valeurs de DCt des
différents échantillons analysés a éteé réalisée par calcul du coefficient R de Spearman, avec
calcul de sa significativité. Une analyse par clustering hiérachique a également été réalisée,
en utilisant la distance Euclidienne entre les différents DCt calculés. Le seuil de significativité

a été fixé a 5% (SPSS v17.0, SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

Résultats-Discussion.

A/ Niveaux d’expression des EMTX.

1/ Etapes pré-analytiques

Trente six échantillons, ont été analysés. La concentration moyenne en ARNt des
échantillons est de 214+107 ng/uL. Cependant, pour de nombreux échantillons, nous avons
observé une dégradation des ARNt extraits (RQI<8), ne permettant pas une analyse
optimale par RT-PCR. Parmi les 36 extractions d’ARN effectuées a partir d’échantillons de
tissus sains, seuls 8 échantillons d’ARN ne sont pas dégradés (22% des échantillons), et
donc analysable par PCR en temps réel sur support TLDA. Le nombre restreint
d’échantillons analysables a Ilimité la portée des analyses statistiues de variabilité

interindividuelle.

2/ Expression globale des EMTX.

Les enzymes de phase | sont largement exprimées. Cette tendance est en
adéquation avec les données disponibles dans la littérature pour les cytochromes P450
(Lash et al., 1994). Plus précisément, les CYP4A11/4A22 et les ALDH6AL et ALDH4A1 sont

les EMTX de phase | qui présentent les niveaux d'expression les plus élevés.

Les CYP4A11 et CYP4A22 humains, présentant 95% d'homologie nucléotidique, ne sont pas
distingués par les amorces proposées par la société Applied Biosystems. Les CYP4As

interviennent dans le métabolisme des acides gras a moyennes et longues chaines comme
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l'acide arachidonique, en donnant naissance a des métabolites vasoactifs : majoritairement
l'acide 20-HydroxyEicosaTétraEnoique (20-HETE) et I'acide 19-hydroxyeicosatétraénoique
(19-HETE) (Miyata et al., 2005, Lasker et al., 2000). Le 20-HETE joue un réle important dans
la régulation de la résistance vasculaire rénale (Kroetz et al., 2002). Il agit comme un
puissant vasoconstricteur au niveau des artérioles rénales et intervient également sur la
réabsorption du sodium en inhibant l'activité de la Na+/K+-ATPase au niveau du tubule
proximal (Fleming et al., 2005). Le blocage pharmacologique de la synthése de 20-HETE
protége le rein des lésions d’ischémie reperfusion (Hoff et al, 2011). Dans une étude
ancillaire de I'étude AASK (African American Study of Kidney Disease), un polymorphisme
génétique du CYP4A11 (8590 T>C), a été associé a une sévérité accrue de I'hypertension
artérielle chez les hommes AfroAméricains, et a une progression plus rapide vers

l'insuffisance rénale chronique terminale (Gainer et al., 2008).

Par ailleurs, I'expression d’AKR1B1 est élevée. Ce résultat est conforme avec les données
de la littérature (Bondy et al., 1989). AKR1B1 est une aldo-céto-réductase impliquée dans la
détoxication de molécules endogénes et exogénes possédant une fonction carbonyle et
catalyse, par exemple, la conversion du glucose en sorbitol. L'implication d'un
polymorphisme génétique affectant la séquence de son géne dans le développement de
néphropathie d’étiologie diabétique a été évoquée (Liu et al., 2002). De plus, des souris
AKR1B1™” présentent un phénotype proche de celui de la néphropathie diabétique (Aida et

al., 2000).

En ce qui concerne les enzymes de phases I, certaines GST et UGT sont
particulierement exprimées dans le tissu rénal. Les Glutathion S-Transférases (GST)
appartiennent & une superfamille d’enzymes impliquées, en particulier, dans la détoxication
de composés carcinogenes du tabac. Certaines d'entres elles possedent une activité anti-
oxydante vis a vis des peroxydes d’hydrogene. Les UDP Glucuronosyl Transférases (UGT)
se caractérisent par une spécificité de substrats large et relative. En accord avec des

résultats déja publiés (McGurk et al., 1998), trois isoformes sont exprimées a des niveaux
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importants par le parenchyme rénal: les UGT1A8, 1A9 et 2B7. Les UGT rénales participent a
la clairance locale (intra-rénale), et éventuellement systémique, de nombreux médicaments

et autres xénobiotiques (Knights et al., 2010).

Parmi les membres de la superfamille SLC (transporteurs), deux sont fortement
exprimés. |l s’agit de SLC22A6 et SLC22A8, des transporteurs d’anions organiques
impligués dans I'excrétion de composés endogenes et exogenes, tels que certaines

molécules d'intérét thérapeutique (méthotrexate, acyclovir, ganciclovir) (Sweet et al., 2005).

En ce qui concerne les protéines impliquées dans la régulation de I'expression des
EMTX, les génes les plus exprimés sont HNF4A et HIF1A1l. Concernant HIF1A (Hypoxia-
inductible factor-1A), il convient d’étre prudent avant toute interprétation définitive sur le
niveau d’expression basal de cette protéine. En effet, le parenchyme rénal sain provient de
la zone « saine » de piéces de néphrectomie réalisées pour le traitement de carcinome
rénal. Il semble que HIF1A, impliqué dans l'induction des EMTX, soit surexprimé dans les
cellules tumorales chez des patients atteints de carcinome rénal a cellules claires (Kitamura
et al., 2008), et qu'un faible niveau d’expression ait un niveau protecteur (Manotham et al.,

2005).

L’analyse réalisée n'a pas permis d’évaluer de maniére différentielle 'expression des EMTX
dans le compartiment cortical et médullaire. Dans la littérature, le cortex rénal est décrit
comme contenant principalement des isoenzymes de la superfamille des cytochromes P450
et des glutathion transférases. Nos données sont donc cohérentes avec celle précédemment
rapportées. Dans la médullaire, il semble que I'expression de ces enzymes décroissent
progressivement vers la papille rénale (Davis et al., 1981, Nusing et al., 1990, Lash et al.,

1994).
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3/ Variabilité d’'expression tissulaire rénale des systémes de défense envers les

xénobiotigques.

a/ Analyse globale

L'analyse statistique par corrélation bivariée (entre les tissus) des niveaux d’expression des
380 geéenes sélectionnés révele une forte concordance (globalement sur toutes les
corrélations analysées R> 0,9, p<0.0001) du profil d’expression entre les 8 échantillons

testés (Tableau 3)

Tableau 3 : Matrice de corrélation (avec étude de leur significativité) des niveaux d’expression des
380 genes d’intérét entre 8 tissus rénaux sains analysés.

Tissu.sainl | Tissu.sain2 | Tissu.sain3 | Tissu.sain4 | Tissu.sain5 | Tissu.Sain6 | Tissu.sain7 | Tissu.sain8
Tissu.sainl | Corrélation de 0,935 0,896 0,959 0,938 0,928 0,936 0,912
LPearson N | T T LT
p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tissu.sain2 | Corrélation de 0,914 0,951 0,934 0,920 0,943 0,913
\Pearson_ 0o o) T T T T T
p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tissu.sain3 Corrélation de 0.919 0.919 0,922 0.917 0.927
\Pearson_ b o)) T T T T
p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tissu.sain4 Corrélation de 0.939 0.939 0,948 0.925
\Pearson_ b o))
p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tissu.sain5 Corrélation de 0.958 0,963 0.950
\Pearson o)l T LT
p <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tissu.Sain6 | Corrélation de 0.957 0,957
\Pearson o\l
p <0,0001 <0,0001
Tissu.sain7 Corrélation de 0,948
\Pearson N o)l
p <0,0001
Tissu.sain8 Corrélation de
\Pearson N o)l
p

b/ Analyse gene par géne.

Une analyse plus fine géne par géne de I'expression rénale des génes sélectionnés a permis

de classer les genes en plusieurs catégories (Figure 11)

- Seuls 19 génes ne sont pas du tout exprimés dans le parenchyme rénal sain. Il s'agit de
ADH7, ADH1A, CYP2A13 CYP2F1, CYP3A7, CYP4F8 CYP11B1, CYP11B2, GSTA5,

SLCO1B1 SLCO1B3, SLCO6A1 SLC5A4, SLC10A1 ABCC12, MT4, SULT1C3, SULT2A1
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AKR1D1. La grande majorité (94,7%) des génes sélectionnés est donc exprimée dans le
tissu rénal sain. Ces données confirment que le parenchyme rénal posséde un arsenal
enzymatique et protéiqgue complet capable de prendre en charge de nombreux

xénobiotiques.

- Certains génes sont fortement exprimés (arbitrairement DCt<6) dans tous les tissus
analysés avec une faible variabilité d’expression. Par exemple, et par ordre décroissant de
niveau moyen d’expression, les 12 génes les plus exprimés sont : UGT2B7, ACTB,
CYP4A11, CYP4A22, ALDH6AL, AQP1, GSTA1, UGT1A8, MT1X, HSP90AA, ALDH4A1,

SLC22A8.

- La majorité des génes sont exprimés a des niveaux moyens (6<DCt<10), mais la

dispersion de leur niveau d’expression parait globalement assez faible.

- Les génes faiblement exprimés (DCt>10) ont une variabilité d’expression qui est plus
importante. Cependant leur niveau d’expression reste globalement toujours assez faible, il
n'est pas certain que cette variabilité interindividuelle soit & l'origine de modifications

profondes des capacités de métabolismes des xénobiotiques.

- De maniére intéressante, I'expression de GSTT1 présente une variabilité importante entre
les tissus analysés. Ainsi, 3 patients n’expriment pas GSTT1, alors que 5 d'entre eux

expriment cette protéine a un niveau assez similaire.
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Figure 11: Niveau d’expression (DCt) des 380 génes sélectionnés (déroulés en abscisse) dans
lestissus rénaux sains (représenté par 8 pictogrammes différents) analysés en RT-PCR sur support
TLDA.

4/ Application : Impact du polymorphisme de GSST1 dans la néphrotoxicité du Tac.

Alors que, dans I'ensemble, le profil d’expression des 380 genes est assez peu variable
d'un patient a l'autre, il existe une forte variation d’expression, pour 'enzyme GSTT1. Nous

avons donc choisi de nous focaliser sur cette protéine.

La Glutathion S-transferase theta 1 (GSTT1) est codée par un gene hautement
polymorphe (www.ncbi.nim.nih.gov/gene/2952). Chez certains individus, des délétions a
I'état homozygote de GSTT1 (perte de 50kB, conduisant & un variant dit « null ») peuvent

entrainer une absence totale d’expression de I'enzyme GSTT1 (Singh et al., 2009). Dans
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cette étude analysant I'effet de polymorphismes génétiques affectant 4 isoformes des GST
(GSTM1, GSTM3, GSTT1 et GSTM1), il a été montré une association statistique entre un
polymorphisme génétigue de GSTM1 et le retard de fonctionnement du greffon, ainsi
gu’entre le risque de rejet aigu et un variant génétigue de GSTP1l. Par contre le
polymorphisme génétique de GSTT1 ne semblait pas étre impligué dans la survenue
d’'épisode de rejet aigu ou de retard de fonctionnement du greffon (Singh et al., 2009).
Cependant, ce travail n’a été réalisé que chez des patients Indiens, issus d’un seul groupe

ethnique.

Etant donné que nous avons montré que certains patients n’expriment pas GSTT1,
nous avons souhaité déterminer I'impact du polymorphisme GSTT1 null, potentiellement
associé a une perte dexpression de GSTT1, dans la survenue des phénomeénes de
néphrotoxicité du Tac. Compte tenu de I'absence de variabilité d’expression de GSTM1 entre
les différents tissus rénaux sains analysés, nous n'avons pas étudié l'impact du
polymorphisme génétique de GSTML1 sur le développement de Iésions de néphrotoxicité du

Tac.

Ainsi, le génotypage de l'allele GSTT1 null a été réalisé sur 'ADN des donneurs de 172
patients transplantés rénaux (issus de la cohorte décrite dans le chapitre 2 de la section
résultats de ce manuscrit, pour lesquels I'ADN du donneur était encore disponible). Trente
sept de ces patients (21,5%) ont un génotype GSTT1 null. Cette fréquence est globalement
comparable a celle décrite dans la littérature chez les Caucasiens (18,3% en Europe de

I'Ouest selon Kurose et al., (2011)).

Dans cette cohorte, nous n'avons pas mis en évidence d’effet de ce polymorphisme
génétique de GSTTL1 sur l'incidence du rejet aigu ou du retard de fonctionnement de greffon.
Durant le suivi, 113 biopsies systématiques de greffon (a 3 mois post greffe) et 88 biopsies
d’indication clinique ont été réalisées. Sur I'ensemble de ces biopsies la fréquence des

Iésions de néphrotoxicité du Tac (qu’elles soient tubulaires ou vasculaires, telles que décrites
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précédemment dans la partie 2 des résultats) est indépendante du polymorphisme génétique
de GSTT1. Enfin, la fonction rénale (DFG estimé) deux ans apres la greffe n'est pas

influencée par la présence de la délétion de GSTT1 (Tableau 4).

Ainsi, bien qu'associé a une tres forte variabilité d’expression tissulaire, le polymorphisme
GSST1 null ne semble influencer ni le devenir fonctionnel du greffon rénal, ni les

phénomeénes histologiques de néphrotoxicité induits par le Tac.

Tableau 4 : Lésions histologiques de toxicité du Tac et devenir du greffon rénal en fonction du
polymorphisme génétique de GSTT1 du donneur (ns : non significatif)

Génotype GSTT1

GSTT1null (N=37) GSTT1 (N=135) P
Biopsies Systématiques N= 26 N=87
Toxicité tubulaire du Tacrolimus 4 (15,4%) 22 (25,3%) ns
Toxicité vasculaire du Tacrolimus 2 (7,7%) 10 (11,5%) ns
Biopsies d'indication clinique N=20 N=68
Toxicité tubulaire du Tacrolimus 5 (25,0%) 14 (20,6%) ns
Toxicité vasculaire du Tacrolimus 6 (30,0%) 12 (17,1%) ns
Rejet aigu 5 (13.5%) 14 (10.4%) ns
Retard fonctionnement greffon 11 (30,6%) 24,2 (23,8%) ns
proe /"\"153"";2)"’05‘ greffe (MDRD, 52423 51416 ns

B/ Comparaison de l'expression des EMTX par le tiss u rénal sain et par

différents systemes cellulaires  in vitro .

Le but de cette étude était de déterminer quel modéle expérimental cellulaire in vitro se

rapprochait le plus du tissu rénal sain et de ses capacités a métaboliser les xénobiotiques.

Pour cela, nous avons comparé les profils d’expression des 380 génes sélectionnés de 8
tissus rénaux sains, de lignées cellulaires, et de cultures primaires de cellules épithéliales .

par une analyse de corrélation (Tableau 5) et de clustering hiérarchique (Figurel2).
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Ces technigues d’analyses statistiques ont permis de confirmer gqu’il existe une tres forte
corrélation entre les tissus sains analysés. Alors que pour tous les systemes cellulaires,
'expression des EMTX reste significativement corrélée avec celle des tissus sains, des
différences importantes entre les modéles sont observées. Les lignées cellulaires HEK293
et HK2 ont la capacité métabolique la plus éloignée de celle des tissus sains (Coefficients de
Pearson estimant la corrélation entre les différentes lignées et tissus sains : 0,49<R<0,56 ;
p<0,0001). Les cultures primaires de cellules épithéliales représentent plus fidelement les
capacités métaboliques du rein sain (0,51<R<0,73; p<0,0001). Cependant, les niveaux
d’expression des EMTX par les cultures primaires de cellules tubulaires proximales réalisées
dans le laboratoire semblent plus proches de ceux du tissu rénal, comparés aux autres
systémes commerciaux analysés (0,66<R<0,73 ;p<0,0001). Nos conclusions concernant les
cultures primaires de cellules tubulaires proximales rejoignent celles de Lash et al. (2006,
2008), qui considérent que ces systémes in vitro sont pertinents pour analyser la capacité du

tissu rénal & prendre en charge un xénobiotique.

Néanmoins, les cultures primaires ne représentent qu'une sous population cellulaire et ne
permettent pas d'appréhender la globalité des systémes de défense du parenchyme rénal.
Cela explique trés probablement que les corrélations entre tissus sains et cultures primaires
soient sensiblement moins bonnes que les corrélations inter-tissus, et qu'il existe 2 clusters
tres distincts entres les systémes in vitro et les données obtenues sur le tissu sain. Bien que
le modele de culture primaire n’offre qu'une approche tres ciblée du parenchyme rénal,
restreinte aux cellules tubulaires proximales, Il faut rappeler que ces cellules sont les cibles

privilégiées des agressions par les néphrotoxiques (Nagai et al., 2010).

Au terme de cette analyse préliminaire, nous concluons que les lignées cellulaires HEK293
et HK2 ne sont pas des modeles pertinents pour I'étude de la toxicité rénale des
xénobiotiques, et qu'il est préférable d’utiliser des modéles de cultures primaires de cellules

tubulaires proximales.
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Tableau 5 : Corrélation des niveaux d’expression de 380 génes d’intérét entre 4 tissus sains, des
lignées cellulaires (HEK et HK2), des cultures primaires de cellules épithéliales rénales commerciales
(HRCEpIC, HRPTEpIC, HREpIC), et deux cultures primaires de cellules tubulaires proximales réalisées
selon le protocole expérimental du laboratoire (CPCT1 et CPCT2).

T.sain1 | T.sain2 | T.sain3 | T.saind | CPCT1 | CPCT2 HEK HK2 HREpiC | HRCEpi | HRPTEpIC
T saint Corrélation de Pearson 1,000( 0,935 0,896 0,959| 0,673 0,660| 0,501| 0,492 0,513 0,511 0,559
P <0,001 <0,001 <0,001]| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
T. sain2 Corrélation de Pearson 1,000 0,914 0,951 0,728 0,706 0,564| 0,564 0,591 0,604 0,629
P <0,001 <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
T. sain3 Corrélation de Pearson 1,000 0,919 0,727 0,709 0,521 0,561 0,569 0,584 0,639
P <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
T. sain4 Corrélation de Pearson 1,000 0,690 0,675 0,515| 0,502 0,520 0,533 0,570
P <0,001| <0,001| <0,001| <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
CPCT1 Corrélation de Pearson 1,000 0,939 0,649| 0,786 0,831 0,867 0,870
P <0,001| <0,001| <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
CPCT2 Corrélation de Pearson 1,000 0,663 0,776 0,834 0,840 0,847
P <0,001| <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
HEK Corrélation de Pearson 1,000 0,756 0,749 0,749 0,726
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
HK2 Corrélation de Pearson 1,000 0,847 0,842 0,868
P <0,001 <0,001 <0,001
HREpiC Corrélation de Pearson 1,000 0,949 0,910
P <0,001 <0,001
HRCEpi Corrélation de Pearson 1,000 0,901
P <0,001
HRPTEpIC Corrélation de Pearson 1,000
P
0 5 10 15 20 25
1 1 1 ] ]
T. sain5 ]
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Figure 12: Clustering hiérarchique (représenté en ordonné) entre 8 tissus sains, des lignées
cellulaires (HEK et HK2), des cultures primaires de cellules épithéliales rénales commerciales
(HRCEpIC, HRPTEpiIC, HREpIC), et deux cultures primaires de cellules tubulaires proximales réalisées
selon le protocole expérimental du laboratoire (CPCT1 et CPCT2).
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Conclusions.

Pris dans leur globalité, les résultats de ce travail suggérent que :

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

le rein est un organe ou les enzymes meétabolisant les xénobiotiques et les

transporteurs sont largement exprimés.

sur un faible nombre d’échantillons analysés, il apparait une trés forte
concordance d’expression globale des EMTX entre les individus. Les EMTX les
moins exprimés semblent cependant avoir une expression assez variable. Parmi
les 380 génes testés, certains ont une expression trés polymorphe, tel par

exemple GSTT1.

malgré cette forte variabilité d’expression de GSTT1, nous n'‘avons pu mettre en
évidence d’'impact d’'une délétion homozygote de GSTT1 (affectant pourtant 20%

environ des patients) dans la survenue de phénomeénes de néphrotoxicité du Tac.

le modele de culture primaire de cellules tubulaires proximales apparait étre le

plus pertinent pour étudier les effets néphrotoxiques d’'un xénobiotique.
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4/ Impact du polymorphisme génétigue de  CAV1 du donneur sur les
phénomenes de fibrose interstitielle et sur la pert e de fonction du

greffon rénal.

Introduction-Position du probleme

La néphrotoxicité des ACN est I'un des déterminants majeurs des lésions de fibrose
interstitielle. Dans la premiére partie de ce travail, nous n’avons pas observé de corrélation
directe entre la perte du greffon (ou le développement de lésions de fibrose interstitielle) et
des polymorphismes génétiques susceptibles de moduler la capacité métabolique du rein a
prendre en charge le Tac. Dés lors, la question d’une susceptibilité individuelle & la fibrose,
indépendante de toute variation interindividuelle de capacité de prise en charge des ACN,
peut étre évoquée. Une diminution des systemes de défense anti-fibrosants pourrait étre
associée a une plus grande vulnérabilité au Tac. Par ses interactions avec de nhombreuses
voies de signalisation cellulaire, la Cavéoline-1 (CAV-1) est largement impliquée dans les
phénoménes de protection contre la fibrose (cf partie 1). Une variabilité interindividuelle
d’expression (ou de fonction) de CAV-1 pourrait étre associée au développement plus ou

moins important de Iésions de fibrose.

Suite aux travaux de Moore et al. (2010), nous avons donc entrepris le screening d'un SNP
affectant la séquence du gene CAV1, (rs4730751) porté par 'ADN du donneur, dans une
cohorte locale de 475 patients bénéficiant d’'une immunosuppression homogéne par Tac.
Nous avons cherché a mesurer I'effet de ce polymorphisme génétique sur la fonction du

greffon rénal et sur le risque de perte du greffon.
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Matériel et méthodes

Sélection des patients

Des patients transplantés rénaux entre 1997 et 2005 ont été inclus dans ce travail. Sont
exclus du recrutement : (i) les patients recevant une transplantation combinée du rein et d’'un
autre organe (ii) les patients recevant un greffon provenant d’'un donneur vivant, (iii) les
patients ayant recu un greffon dont la durée de survie est inférieure & 3 mois (iv) les
receveurs de moins de 18 ans (v) les patients pour lesquels 'ADN du donneur n'est pas
disponible. Quatre cent soixante quinze patients ont été inclus dans I'étude. Dans ce travalil,
209 patients faisaient partie de la cohorte référencée dans la partie 1/ des résultats. La durée

moyenne du suivi est de 4,8+2,6 ans apres greffe.

Tous les patients ont bénéficié d’'un traitement immunosuppresseur homogéne associant une
induction (antithymoglobuline (ATG) ou anti-CD25), et un traitement d’entretien associant
Tacrolimus, Mycophenolate Mofetil (initialement 2 gr/j, puis 1,5 gr/j) et une corticothérapie
(500 mg a JO, 250 mg a J1, puis 20 mg/j jusque J7). La corticothérapie est ensuite
interrompue pour les patients sans facteurs de risque immunologiques et sans retard de
fonctionnement de greffon. La dose initiale de Tac est de 0,15 mg/kg/j (Prograf®). Par la
suite, la posologie journaliére est ajustée de maniere a obtenir des concentrations sanguines
résiduelles comprises entre 10 et 15 ng/mL les 3 premiers mois, et entre 8 et 12 ng/mL la
premiére année. Au dela d’'un an, les cibles thérapeutiques sont ajustées afin d’obtenir des

dosages résiduels compris entre 6 et 8 ng/mL.

Données cliniques et histologiques.

Pour chacun des patients inclus les données démographiques, et de suivi clinique sont
recueillies. Elles concernent le donneur (cause du déces, age) et le receveur (date de greffe,
date de naissance, poids, taille, durée de lischémie froide, nombre de missmatch HLA

donneur-receveur, traitement d’induction, survenue d'un retard de fonctionnement de
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greffon, épisode de rejets (avec diagnostic histologique, ou traités comme tel sans diagnostic
histologique). A 1 an; 3, 5, 7, 10 ans de suivi post greffe sont colligés les renseignements
suivants : poids, créatininémie, DFG estimé par la formule MDRD, protéinurie, traitement
immunosuppresseur. Enfin sont enregistrés lors du dernier point disponible : la fonction
rénale, ou la date de reprise en dialyse, de nouvelle transplantation, ou de décés (en

s’assurant du caractére fonctionnel du greffon lors du déceés)

Les résultats histologiques sont donnés selon la classification de Banff mise a jour en 2007.
Les rejets classés comme frontiéres ne sont pas considérés dans notre analyse comme des
rejets aigus. Le diagnostic de toxicité des anticalcineurines repose sur la mise en évidence
de lésions de vacuaolisation isométrique des cellules tubulaires (toxicité aigué des ACN) et

de Iésions vasculaires de hyalinose artériolaire (toxicité vasculaire)

Constitution des banques d’ADN

L'’ADN génomique des donneurs de greffons est extrait a partir de lymphocytes utilisés pour
le « cross-match ». Cette banque d’ADN fait I'objet d’'une déclaration aupres du ministére de

'Enseignement Supérieur et de la Recherche sous la référence DC-2008-642.

Génotypage du SNP rs4730751C>A affectant le géne CAV1

Un amplicon encadrant le SNP rs4730751C>A a été généré par PCR. Le mélange
réactionnel est composé de 200 ng d’ADN génomique, de chagque amorce sens et anti-sens
(CAV sens TGGTATCTAACATACAGCC et CAV antisens GGAGGTATGGCATGTGGA) a
0.4 uM, de dNTP (désoxynucléotide triphosphate) a 200 uM chacun et de 0,62 Unité de Taq
Polymerase (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) dans un volume final de 25 pL de tampon
Tris-HCI 20 mM, KCI 50 mM, a pH 8,4. Le mélange réactionnel est placé dans un
thermocycler (Verity, Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) et soumis a une série
d’'amplifications. Apres vérification de I'amplification par électrophorese sur gel d’agarose a

0,8% apres ajout d'un agent intercalant de I'ADN (EvaGreen, Jena Bioscience, Jena,
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Allemagne), les amorces oligonucléotidiques en excés sont dégradées par digestion

enzymatique a I'aide de I'enzyme Exo Sap-IT (USB, Cleveland Ohio, USA).

Les fragments PCR purifiés sont utilisés comme matrice de séquencage. La réaction de
séquence (Sanger) est réalisée a I'aide du kit de séquencage BigDye terminator v3.1 cycle
(Applied Biosystems). L’électrophorése des produits de séquencage a été réalisée sur un
séquenceur automatique d'acides nucléiques ABI Prism® 3130 XL 16 capillaries (Applied
Biosystems) et les électrophorégrammes ont été analysés avec le logiciel SeqScape

Software v.2.5.6 (Applied Biosystems).

Analyse statistigue

Les variables catégorielles sont décrites par les effectifs et proportions, les variables
continues par leur moyenne + déviation standard ou leur médiane [25e-75e percentiles]. La
comparaison des caractéristiques a l'inclusion selon le génotype a été réalisée avec des
tests du Khi2 pour les variables catégorielles et avec des analyses de variance pour les
variables continues. Afin de vérifier ’homogénéité de la population de patients, la fréquence
du SNP rs4730751C>A a été testée par rapport a la loi d’'Hardy-Weinberg a I'aide d’un test
du Khi2. La survie du greffon a été estimée par la méthode de Kaplan-Meier, et les fonctions

de survie selon le génotype ont été comparées avec un test du logrank.

L'évolution de la créatininémie et du débit de filtration glomérulaire estimées (DFGe) formule
MDRD) obtenues pour chaque patient entre 3 mois et 6 ans a été étudiée par une analyse
de covariance avec mesures répétées (PROC MIXED, SAS Institute, Cary, NC, Etats-Unis).
Le modele incluait le temps, le génotype CAV1 et leur interaction comme facteurs prédictifs
indépendants, ajustés sur les caractéristiques a l'inclusion. En raison de la distribution non
symétriqgue de la créatininémie et du DFGe, une transformation logl0 a été utilisée. La
structure de la matrice de covariance des mesures répétées a été spécifiée comme une
structure spatiale dépendant du temps pour tenir compte des observations irrégulieres.

Lorsque la relation entre la créatininémie ou le DFGe n'était pas linéaire par rapport a une
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covariable continue, la covariable était recodée en une variable binaire, la valeur seuil étant
déterminée comme la valeur minimisant le critére BIC (Bayesian Information Criterion). Les
paramétres du modele ont été testés par des contrastes polynomiaux. Les hypotheses sous-
jacentes de la régression ont été vérifiees graphiguement a l'aide des résidus. La

significativité a été fixée a a = 0,05. Les analyses ont été effectuées avec SPSS v17.0

(SPSS Inc, Chicago, IL, USA) et SAS (SAS Institute, Cary, NC, Etats-Unis).

Ces analyses statistiques ont été réalisées de maniére conjointe avec le Dr Claire Pingon

(Laboratoire de Biomathématiques, Faculté de Pharmacie, Lille).
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Résultats

Fréguences des génotypes.

Les génotypes AA, AC et CC sont respectivement observés chez 7,6% (n=36), 40,8%

(n=194) et 51,6% (n=245) des patients. Les fréquences des alléles A (0,28) et C (0,72) sont

en équilibre avec la loi de Hardy Weinberg.

Caractéristique de la population en fonction des différents génotypes.

Quelque soit le génotype, les caractéristiques cliniques, démographigues ou de fréquence

de survenue de retard de fonctionnement de greffon et de rejet aigu ne sont pas

significativement différentes (Tableau 6).

Tableau 6: Caractéristiques démographiques et cliniques en fonction du génotype CAVI du

donneur
Variable Total Génotype CAV1 p
AA (n=36) AC (n=194) CC (n=245)
Sexe du receveur
Homme | 300 (63,2) 25 (69,4) 128 (66,0) 147 (60,0) 0.31
Femme | 175 (36,8) 11 (30,6) 66 (34,0) 98 (40,0)
Sexe du donneur
Homme | 328 (69,5) 24 (68,6) 135 (70,3) 169 (69,0) 0.95
Femme | 144 (30,5) 11 (31,4) 57 (29,7) 76 (31,0)
Age du receveur (années) 49 [38-57] 47 [36-57] 49 [39-58] 49 [38-56] 0.46
Age du donneur (années) 47 [35-56] 44 [26-54] 48 [35-56] 47 [36-56] 0.59
BMI (kg/m®) 24 [21-27] 23 [21-25] 24 [21-27] 23 [21-26] 0.33
Cause de déceés du donneur
Non vasculaire 43,0% 53,3% 45,2% 39,8% 0.55
Vasculaire 57,0% 46,7% 54,8% 60,2%
Nombre d’histo-incompatibilités 4 [3-4] 4 [3-4] 4 [3-4] 4 [3-4] 0.63
Statut immunitaire
Non immunisé | 426 (90,3) 34 (97,1) 171 (89,1) 221 (90,2) 0.33
Immunisé 46 (9,7) 1(2,9) 21 (10,9) 24 (9,8)
Durée ischémie froide (h) 20 [16-25] 19 [16-25] 20 [16-25] 20 [16-24] 0.71
Retard de fonction du greffon 98 (22,0%) 4 (12,9%) 47 (25,7%) 47 (20,3%) | 0.19
Rejet aigu 57 (12,1%) 3 (8,6%) 30 (15,6%) 24 (9,8%) 0.14
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Impact du polymorphisme de CAV1 sur la perte de fonction rénale au fil du temps.

Les patients porteurs d’'un greffon de génotype AA paraissent avoir une perte de fonction

rénale plus rapide au fil du temps (Figure 13).
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Figure 13 : DFG estimé par la formule MDRD (MoyennexEcart type), observé a différents temps de la
transplantation rénale, en fonction du génotype CAV1.

En analyse univariée, les patients ayant recu un greffon de génotype AA ont une perte de
fonction rénale entre 2 et 5 ans de greffe qui est significativement plus importante que celle
observée pour les patients transplantés a partir d’'un greffon de génotype AC ou CC (Figure
14). Néanmoins, une telle approche apparait biaisée par les phénoménes de perte de

greffons avant 5 ans de greffe, et nécessite une approche complémentaire.

Difference de DFGe entre la 5%™ et la 2éme
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Figure 14 : Distribution, représentée sous forme de Box Plot, de la perte de fonction rénale
(différence de débit de filtration glomérulaire estimé par la formule MDRD) observée entre 2 et 5 ans
post greffe) en fonction du génotype CAV1 du donneur.
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L’analyse de covariance des mesures répétées (PROC MIXED) montre (Table 7) une
interaction significative entre la créatininémie (transformée en log10) et le génotype (p=0,02).
L'augmentation de créatininémie entre 3 mois et 6 ans est affectée par le génotype CAV1 de
maniére indépendante: seuls les patients de génotype AA voient leur créatininémie
augmenter de maniere significative (comparaison de la pente calculée a une pente nulle :
p=0,005). Les autres facteurs indépendants d’augmentation de la créatininémie au cours du
temps sont : 'd&ge du donneur (p<0,0001), le sexe du receveur (homme : p<0,0001) et le
nombre d’incompatibilités HLA entre donneur et receveur (p=0,04).

Tableau 7: Résultats de I’analyse de covariance a mesures répétées (PROC MIXED) évaluant

I'interaction entre la créatininémie (transformée en logl0), le génotype CAV1 et les différents
parameétres étudiés (seuls les parametres influengant le modéle sont repris).

Variable Beta F P
Intercept 0.9319
Génotype CAV1 493 0.008
AA | Référence
AC | 0.0515
CC | 0.0254
Temps (par année) 0.0262 17.63 <0.0001
Interaction Génotype*Temps 3.88 0.02
(par année) AA | Référence
AC | -0.0209
CC | -0.0219
Nombre d’incompatibilité HLA 4.36 0.04
<4 | Référence
>5 | 0.0609
Sexe du receveur 31.57 <0.0001
Femme | Référence
Homme 0.0576
Age du donneur (par année) 0.0036 84.10 <0.0001

L'analyse de covariance pour I'évolution de DFGe au cours du temps (Tableau 8) fournit des
résultats concordants avec ceux obtenus pour le simple dosage de créatininémie. Le DFGe
diminue de maniére significative au fil du temps pour les patients de génotype AA et de
génotype AC (comparaison respective de la pente calculée a une pente nulle: p=0,0005 et
p=0,04). Néanmoins, comparée aux patients de génotype AC, la perte de fonction rénale est
plus rapide pour les patients de génotype AA (test d’égalité des pentes: p=0,01). Les autres
facteurs qui influencent la perte de DFGe sont : I'dge du donneur (p<0,0001), le sexe du

receveur (homme : P<0,001) et les antécédents de rejets aigus (p=0,0001).
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Tableau 8: Résultats de I’analyse de covariance a mesures répétées (PROC MIXED) évaluant
I'interaction entre le DFGe (formule MDRD, transformée en logl0), le génotype CAV1 et les
différents paramétres étudiés (seul les parametres influengant le modéle sont repris).

Variable Beta F P
Intercept 1.8358
Génotype CAV1 5.98 0.003
AA | Référence
AC | -0.0508
CC | -0.0310
Temps (par année) -0.0298 18.23 <0.0001
Interaction Génotype*Temps (par année) 3.75 0.02
AA | Référence
AC 0.0230
CC 0.0249
Sexe receveur 26.89 <0.0001
Femme | Référence
Homme 0.0605
Age du donneur (par année) -0.0045 140.76 <0.0001
Rejet aigu 15.15 0.0001
Non | Référence
Oui | -0.0695

Impact du polymorphisme génétique de CAV1 sur la protéinurie.

Compte tenu de I'hétérogénéité du mode d’expression des résultats (g/24h ou g/g de
créatininurie), les valeurs ont été catégorisées en deux strates : protéinurie inférieure ou
supérieure a 300 mg/24h (ou mg/g de créatininurie). En analyse univariée, la protéinurie
avérée survient a la méme fréquence deux ans aprés la greffe, quelque soit le génotype
(AA: 10%, AC: 17,3%, CC: 19,4% ; p=NS). Cinq ans apres la greffe, 35,7% des patients
porteurs d’'un greffon de génotype AA développent une protéinurie vs 14,3% des patients de

génotype CC (p<0,05)

Impact sur I'histologie du greffon rénal.

Nous avons repris les résultats de I'ensemble des 216 biopsies réalisées chez les 207
patients pour lesquels les biopsies de greffons étaient analysées et gradées selon les

recommandations de la conférence de Banff.
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Cent vingt deux biopsies ont été réalisées de maniére systématique, selon notre pratique
clinique, apres 3 mois de greffe. Quatre vingt quatorze biopsies ont été effectuées suite a
une indication clinique dans un délai médian de 110 jours [88-470]. Les biopsies sont donc
globalement réalisées assez précocement aprés greffe, laissant ainsi peu de temps a des
lésions de fibrose de se développer. Nous avons fait le choix de grouper les lésions de FI/AT
de grade | et Il, pour isoler les patients qui développent des lésions de fibroses légéres a
modérées. Quelque soient les indications de biopsies, le génotype CAV1 n’influence ni le
développement des lésions de néphrotoxicité du Tac, ni celles de nécrose tubulaire aigué

(Tableau 9).

Tableau 9 : Lésion histologiques observées selon le génotype CAV1, et le type de biopsies réalisées.

L . Génotype CAV1
Biopsies effectuées
AA AC CC
Systématiques N=10 N=43 N=69
Nécrose Tubulaire Aigué 0 0 1 (1,4%)
Toxicité tubulaire du Tacrolimus 1 (10,0%) 7 (16,3%) 18 (26,1%)
Toxicité vasculaire du Tacrolimus | 1 (10,0%) 5 (11,6%) 7 (10,1%)
FI/AT grade | ou Il 5 (50.0%) 14 (32,6%) 18 (26,1%)
FI/AT grade IlI 0 1(2,3%) 0
Biopsies d’indication clinique N=7 N=38 N=49
Nécrose Tubulaire Aigué 2 (28,6%) 12 (31,6%) 11 (22,4%)
Toxicité tubulaire du Tacrolimus 1 (14,3%) 5 (13,2%) 9 (18,4%)
Toxicité vasculaire du Tacrolimus | 2 (28,6%) 7 (18,4%) 9 (18,4%)
FI/AT grade | ou Il 5(71,4%)* | 11 (28,9%)* | 5 (10,2%)*
FI/AT grade IlI 0 1(2,6%) 3 (6,1%)
Total des biopsies N=17 N=81 N=118
Nécrose Tubulaire Aigué 2 (11,8%) 12 (14,8%) 12 (10,2%)
Toxicité tubulaire du Tacrolimus 3 (17,6%) 12 (14,8%) 27 (22,9%)
Toxicité vasculaire du Tacrolimus | 3 (17,6%) 12 (14,8%) 16 (13,5%)
FI/AT grade | ou Il 10 (58,8%)** | 25 (30,8%)** | 23 (19,5%)**
FI/AT grade IlI 0 3 (3,7%) 3 (2,5%)

* . p<0,05; ** : p<0,01

De méme la fréquence des lésions de rejet aigu est indépendante du génotype CAV1
(Tableau 6). La fréquence des lésions de FI/AT de grade | ou Il observée sur I'ensemble des
biopsies de greffons et sur les biopsies d’indication clinique est plus élevée lorsque le
donneur est de génotype CAV1 AA (Tableau 9). Cette différence de fréquence de Iésions de
FI/AT est également observée sur les biopsies systématiques, mais n’atteint pas la

significativité.

110



Impact sur la survie du greffon rénal.

En analyse univariée, nous n’avons pu observer aucun effet significatif du polymorphisme de

CAVL1 sur la survie du greffon rénal (données non illustrées).

Discussion

Les patients recevant un greffon de génotype AA pour CAV1 ont une perte de fonction
rénale accélérée au fil du temps, une protéinurie plus abondante et semblent développer
plus frequemment des Iésions histologiques de fibrose interstitielle de grade | ou II. Si I'on se
réfere aux données histologiques, il n'existe pas d’association entre les lésions de toxicité
aigué ou chronique (vasculaire) du Tac et le polymorphisme génétique de CAV1. Ainsi on
peut émettre I'hypotheése que les patients porteurs d'un greffon de génotype CAV1 AA

développent plus rapidement des Iésions fibreuses lorsqu’ils sont exposés au Tac.

Ces résultats sont cohérents avec ceux publiés par Moore et al. (2010) et viennent
compléter ces travaux, en démontrant, pour les patients de génotype AA, un effet sur le
développement histologique des Iésions de fibrose, et la perte de fonction rénale au fil du
temps. De telles données suggerent que les patients recevant un greffon de génotype AA
puissent avoir une durée de survie de leur greffon rénal qui soit plus faible. La fréquence du
génotype AA (« a risque ») est semblable a celle déja rapportée, mais reste assez faible
(7,4%). Nous n’avons pu démontrer un effet sur la survie du greffon, probablement faute d’'un
effectif suffisant de patients porteur d’'un greffon de génotype CAV1 AA. Parmi les limites de
notre travail, il faut également mentionner les difficultés d’évaluer et de quantifier la fibrose
interstitielle. La classification de Banff ne permet pas une évaluation précise de la fibrose et
reste une description semi-quantitative. L'utilisation de technique de quantification numérique
de la fibrose permettrait de s’affranchir de cet écueil. Pour notre analyse statistique, nous
avons fait le choix de regrouper les patients porteurs d'une fibrose interstitielle de grade | et

de grade Il. Les biopsies que nous avons analyséees étaient réalisées de maniere précoce et,
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ce regroupement permet surtout d’opposer les patients porteurs de Iésions de fibrose de
ceux qui en sont indemnes. Enfin, il sera nécessaire d’analyser I'exposition au Tac pour
évaluer si I'effet du polymorphisme génétique de CAV1 sur la perte de fonction rénale et la

progression de la fibrose est dépendant ou non de l'intensité de I'exposition au Tac.

Si I'on considére, comme Moore et al. (2010), la transplantation rénale comme un
modele clinique de fibrose accélérée du parenchyme rénal et le caractére aspécifique de la
fibrose en réponse a une d’agression tissulaire, il faut alors envisager que le polymorphisme

génétique de CAV1 puisse influencer I'évolution vers la fibrose d’autres pathologies rénales.

Dans un travail récemment présenté (www.britishrenal.org/Abstracts/Abstracts-2011.aspx)
par I'équipe de R. Borrows lors de la British Renal Society 2011, le méme polymorphisme
génétique de CAV1 (rs4730751) influence également le pronostic des vascularites & ANCA.
Dans une analyse de survie, ou le critere de jugement était un critere composite associant
mortalité de toute cause ou prise en charge en épuration extra-rénale, les patients de
génotype CC (vs AC+AA) atteignent significativement moins rapidement le critere primaire
d’évaluation (P<0,004). Ainsi le génotype CC parait étre « protecteur » vis a vis du devenir

fonctionnel lors d’affection inflammatoire telles les vascularites a ANCA.

L’impact fonctionnel du SNP rs4730751 du gene CAV1 n’est pas connu a I'’heure actuelle.
Ce SNP localisé dans une région intronique pourrait étre en déséquilibre de liaison avec un
autre polymorphisme responsable d’'une altération de I'expression ou de la fonction de CAV-
1. Malgré tout, il apparait que ce polymorphisme pourrait permettre d’identifier un sous-
groupe de population présentant un risque accru de perte de greffon. A ce titre, le rs4730751
pourrait étre a terme considéré comme un biomarqueur génétique. De méme, ces résulats
ouvrent le champ a des études mécanistiques sur I'implication des cavéoles et de CAV-1
dans les processus de fibroses. Ces molécules pourraient étre les nouvelles cibles de

traitements anti-fibrosants.
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Conclusions-Perspectives
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Alors gu’il affecte significativement la biodisponibilité et I'exposition au Tac (y compris
dans sa forme galénique Advagraf”), le polymorphisme génétique de CYP3A5 (6986 A>G)
du receveur n'est statistiqguement pas associé a la survenue d'événements cliniques apres
greffe ou d’une néphrotoxicité particuliére. Il convient toutefois de remarquer que dans notre
pratique clinique nous avons réduit des posologies de Tac des le troisieme mois de greffe de
maniere équivalente quel que soit le statut CYP3A5 du receveur. Cette méme mutation du
CYP3AGS portée par le donneur, ainsi que la mutation 3435C>T affectant le géne ABCB1 du
donneur ou du receveur n'influencent ni les parametres pharmacocinétiques, ni le devenir
cliniue du greffon. Notre hypothése initiale d'un lien direct entre un polymorphisme
génétique de CYP3A5 ou de ABCBL et le développement accéléré d’'une néphrotoxicité du
Tac n'a pu étre prouvée par ce travail, dans notre cohorte locale. Concernant la capacité de
défense du parenchyme rénal vis a vis de I'agression par les xénobiotiques ; le niveau global
d’expression, dans le parenchyme rénal sain, de 380 genes impliqgués de maniére tres
générale dans le métabolisme et la prise en charge des xénobiotiques est assez homogéne
entre les individus. Ainsi, pour expliquer la variabilité interindividuelle de vulnérabilité a la
néphrotoxicité du Tac, des facteurs autres que ceux dépendants de la prise en charge des
xénobiotiques doivent donc étre évoqués. Le polymorphisme génétique, rs4730751 affectant
le gene CAV1 codant pour la cavéoline-1, une protéine inhibitrice de la fibrose tissulaire,
influence la perte de fonction du greffon rénal. Ce polymorphisme pourrait directement
accentuer la fréquence des lésions de fibrose interstitielle. Ainsi, il est probable
gu’indépendamment de leur capacité a métaboliser le Tac, certains patients puissent
développer plus facilement que d’autres des Iésions de fibrose par toxicité chronique du Tac,

via certain polymorphismes génétiques tels celui affectant CAV1.

De maniére plus générale, et en dehors du champ de la transplantation rénale,
l'association entre des polymorphismes de génes codants pour les EMTX et le
développement d’'une maladie rénale chronique a déja été évoquée. Dans de large cohortes,

une premiére étude pan génomique d’association (ou GWAS pour Genome Wide
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Association Study) a isolé certains polymorphismes génétiques associés a la maladie rénale
chronique (MRC), au taux de créatinine plasmatique et/ou au débit de filtration glomérulaire
estimé. Ainsi, Chambers et al. (2010), ont décrit une association entre MRC et des
marqueurs génétiques proches de 3 genes connus pour coder des protéines impliquées
dans la prise en charge cellulaire des xénobiotiques : NAT8, SLC22A2 et SLC7A9. Des SNP
touchant ces 3 genes sont associés au taux de créatinine plasmatique et au DFG estimé par
la formule MDRD. Les polymorphismes génétiques de SLC7A9 et NAT8 sont également
associés au taux plasmatique de cystatine et a la survenue d’'une MRC. On remarquera
toutefois dans cette étude que I'effet des polymorphismes génétiques sur la survenue d’'une
maladie rénale est globalement assez faible (Odd’s Ratio: 0,84). Plus récemment, une
autre GWAS retrouve des résultats concordants et observe une relation entre des
polymorphismes génétiques proche de NAT8 et de SLC7A9 et l'incidence de la MRC (Bbdger
et al., 2011). NAT8 est une protéine membre d'une famille d’enzymes qui catalysent le
transfert d’'un groupement acétyl lors de la prise en charge cellulaire de certains
xénobiotiques. NAT8 est fortement exprimée par les cellules tubulaires rénales. Elle pourrait
jouer un réle dans la détoxification de certains composés tels que les aminosides, ou les
solvants industriels (trichloréthylene). Chez des patients hypertendus, un polymorphisme
génétique affectant le promoteur de NAT8 est associé a des madifications du DFGe
(Juhanson et al., 2008). SLC7A9 est un transporteur d’acides aminés fortement exprimé
dans les cellules tubulaires. SLC22A2 est un transporteur de cations organiques
probablement impliqué dans la sécrétion tubulaire de substances endogénes (créatinine) et
exogeénes. Le polymorphisme génétique de SLC22A2 est associé a la néphrotoxicité du Cis-
Platine (Filipski et al., 2009). Les polymorphismes génétiques affectant ces différentes EMTX
pourraient expliquer une sensibilité tubulaire particuliere aux xénobiotiques néphrotoxiques
de I'environnement. De tels résultats ouvrent de nouvelles perspectives quant a la survenue
et/ou a la progression de la maladie rénale chronique: des individus porteurs de

polymorphismes génétiques affectant des génes codant pour des EMTX pourraient étre plus
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sensibles a certains xénobiotiques et développer et/ou aggraver plus rapidement une

maladie rénale chronique quelle qu’en soit I'étiologie.

Au vu de ces résultats, il apparait pertinent de proposer la réalisation d’études analysant
limpact des polymorphismes de NAT8, SLC22A2 et SLC7A9 sur la perte progressive de

fonction rénale au cours de différentes néphropathies.

Si I'on considére le développement de lésions fibreuses rénales comme le terme
ultime des phénomeéenes de néphrotoxicité, il faut également s'interroger sur des
polymorphismes génétiques associés a une vulnérabilité a développer des lésions de
fiborose. Nos premiers résultats ont permis de confirmer une association entre un
polymorphisme du gene CAV1 et la perte de fonction du greffon rénal, probablement lié au
développement de lésions de fibrose. Ces résultats sont cohérents avec la littérature (Moore
et al., 2010). Il est cependant difficile d’envisager la poursuite d’autre études a priori de ce
type tant les cibles moléculaires impliquées dans les Iésions de fibrose sont nombreuses. La
réalisation d’étude de type GWAS (ou de technique utilisant le séquencage haut débit de
'ensemble de I'exome) permettraient de s’affranchir de cet écueil, mais exige d'importantes
cohortes de patients parfaitement caractérisées du point de vue phénotypique (ce qui est

difficilement réalisable pour des études portant sur la fibrose rénale).

Au dela de ces explorations du patrimoine génétique et de ses polymorphismes génétiques,
d’autres approches portant sur les facteurs régulant I'expression des genes paraissent
pertinentes. Les miARN sont des ARN non codants impligués dans la régulation de
I'expression des génes. lls interagissent au niveau post-transcriptionnel et participent donc
au contrdle de I'expression des protéines. On estime que 30% des ARNm peuvent interagir
fonctionnellement avec des miRNA (Carthew et al.,, 2006). Les miARN interviennent en
particulier dans l'apoptose, la croissance et la différentiation cellulaire. lls agissent en général
sur plusieurs cibles moléculaires (Li et al., 2010). La découverte de cette voie de régulation a

ouvert de nouveaux horizons dans la compréhension des phénomenes de régulation
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génique impliqués dans différentes pathologies, notamment néoplasiques, pour lesquelles le
niveau d'expression de certains miARN est corrélé a l'agressivité des lésions tissulaires
(Sandhu et al.,, 2011). Par ailleurs, les miARN sont détectables et quantifiables dans le
sérum. Leur quantification plasmatique pourrait donc servir de biomarqueur non invasif. En
oncologie, les taux plasmatiques de miARN pourraient déja participer a évaluer le pronostic,
ou la réponse au traitement (Cho, 2011). En ce qui concerne les pathologies fibrosantes, il
semble que limplication des miIARNs soit trés ubiquitaire. En effet, dans la fibrose
pulmonaire idiopathique (Yang et al., 2012), cardiaque (Thum et al., 2008) et hépatique
(Murakami et al., 2011), le réle de différents miARNs a pu étre démontré. En pathologie
rénale, les données sont encore tres parcellaires. Dans un modele murin de néphropathie
diabétique induite par la streptozotocine, ainsi que dans un modele de souris diabétique
(db/db), une augmentation du niveau d'expression rénale de miR-192 a été observée. miR-
192 semble interagir avec la voie de signalisation du TGF-B et entrainer la sous-expression
de SIP1/ZEB2 et la surexpression de ZEB1/8EF1 qui induisent I'augmentation de synthese
de collagéne de type 1 (Colla2) (Kato et al., 2007, Xiong et al., 2012). Les miARN jouent
également un réle important dans la différentiation des podocytes. En effet, l'invalidation des
géenes DICER et DROSHA (codant pour les protéines du méme nom, impliquées dans la
maturation des miARNs) provoque chez la souris des protéinuries et des anomalies de
développement des podocytes (Harvey et al., 2008 ; Zhdanova et al., 2011). Enfin, dans une
étude portant sur des biopsies rénales humaines, certains profils d’expression de miARNs
apparaissent étre en relation avec une progression plus ou moins rapide de la néphropathie

diabétique et de la perte de fonction rénale (Krupa et al., 2010).

Dans un modele murin de fibrose rénale aprés obstruction urétérale, I'expression tissulaire
de miR-21 est augmentée, alors que le blocage de miR-21 diminue les lésions fibreuses
(Zarjou et al., 2011). Cet impact de miR-21 dans le développement de Iésions fibreuses est
peut étre lié a un effet sur le processus de transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). En

effet, miR-21 semble intervenir directement dans les phénoménes de TEM, via une
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modulation de I'effet du TGFB (Kumarswamy et al., 2012). Connaissant I'effet de la CsA sur
induction de la TEM (Hazzan et al., 2011), il parait opportun d’évaluer 'impact du Tac dans
le processus de TEM et d’analyser I'expression de miARNs dans des modeles in vitro et/ou

in vivo d’exposition au Tac

D’une maniere plus générale, I'analyse de I'expression des miARNs dans le tissu rénal, mais
également dans les fluides biologiques (sérum/urine) pourra déboucher sur la mise au point
de nouveau biomarqueurs diagnostic et/ou pronostic. De telles découvertes devraient
pouvoir faire émerger des applications cliniques de médecine personnalisée. Enfin, des
antagonistes de miARN sont actuellement développés. Les miARNs pourrait donc devenir

des cibles thérapeutiques a part entiere.
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